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Resumen  
El modelo de incubación de la sensibilidad conductual ha sido utilizado para estudiar los 
cambios que ocurren tras la administración repetida de una droga de abuso, con el fin de 
explicar, al menos en parte, los mecanismos involucrados en la transición del consumo 
esporádico o recreacional a un consumo compulsivo o adictivo. Sin embargo, en lo referente 
al consumo de anfetamina, no se tiene claro aún cuáles son los genes cuyos productos 
funcionales podrían orquestar los cambios estructurales a nivel neuronal que permiten esta 
transición, y que incrementan la posibilidad de recaída tras periodos de retiro de la droga.  
Es por esto que este trabajo pretende aportar información sobre cómo etapas particulares del 
desarrollo de la dependencia, como la incubación de la sensibilidad conductual, provoca 
cambios en los niveles del ARN mensajero (ARNm) de genes cuyos productos funcionales 
participan en vías celulares con un importante papel en la plasticidad estructural (ej., TrkB, 
BDNF, CREB, p250GAP, cofilina 1 y Arp2), en tres áreas cerebrales de ratas Wistar tras la 
exposición subcrónica a anfetamina. Además, se busca ampliar la información sobre la 
sensibilización de conductas evaluadas en pruebas como el campo abierto (ej., locomoción) 
ante la misma condición, ya que la locomoción es la conducta que usualmente se utiliza en 
la literatura como indicador del desarrollo de la sensibilidad y su incubación.  
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1 Introducción  
1.1 Panorama general 
La dependencia puede ser definida como una conducta compulsiva hacia el consumo de 
drogas, junto con la ocurrencia de síntomas de abstinencia cuando el consumo es 
interrumpido por un periodo de tiempo (Roberts & Koob, 1997). Esta condición implica una 
afectación no solamente para la persona que hace un uso compulsivo de sustancias 
psicoactivas, sino también para sus familias, las comunidades y la sociedad en general (Vocci 
& Ling, 2005). Dentro de los datos más relevantes del consumo de psicoestimulantes a nivel 
mundial, la Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (ONUDD) situó en 
el 2011 a las sustancias de abuso de tipo anfetamínico como el segundo tipo de droga ilegal 
más utilizado después del cannabis (ONUDD, 2011). 
 
La ONUDD también reporta que algunos países de América Central presentan prevalencias 
altas del uso de sustancias pertenecientes al grupo de las anfetaminas. El Salvador, por 
ejemplo, tiene una prevalencia del 3,3%, seguido de Belice con un 1,4% y Costa Rica con un 
1,3%. Además, se reporta que el consumo de preparaciones que contienen sustancias 
psicoestimulantes va en aumento en la región (ONUDD, 2011). Particularmente en Costa 
Rica, la VI Encuesta Nacional sobre Consumo de Drogas en Población General (2015) del 
Instituto sobre Alcoholismo y Farmacodependencia (IAFA), demostró que el consumo de 
psicoestimulantes ha aumentado en comparación con los años anteriores, a pesar de que su 
prevalencia (i.e., si ha consumido alguna vez en la vida) es baja para la población general. 
Dicha encuesta no cuenta con datos de consumo de anfetamina, sin embargo, incluye 
información relevante sobre otros psicoestimulantes como la cocaína, donde se explica que 
para el año 1990 el consumo de esta droga era de 0,5% y para el 2015 de 5,2% (Madrigal & 
Chacón, 2012)  (Fig. 1). Además, los datos indican que al menos 1,1% de las personas 
encuestadas aceptan haberla consumido en el último año (Fig. 2), y que la edad del primer 
consumo ronda alrededor de los 20 años (Madrigal & Chacón, 2012).  
 
 
 
 
 
2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura. 1.  Porcentaje de personas que han consumido cocaína alguna vez en la vida, en el último año o en el 
último mes del 2015. Fuente: VI Encuesta Nacional sobre Consumo de Drogas en Población General 2015, 
IAFA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura. 2.  Edad media en que las personas consumieron por primera vez cocaína por sexo. Fuente: VI 
Encuesta Nacional sobre Consumo de Drogas en Población General 2015, IAFA. 
 
La evidencia recopilada hasta el momento sugiere que el uso y dependencia de sustancias 
psicoactivas no solo es un problema a nivel nacional, sino que se ha convertido en un 
problema regional y mundial (ONNUD, 2011). Esta información sustenta el gran valor que 
tiene el estudio de la neurobiología de la dependencia a este tipo de sustancias. 
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1.2 Modelos animales de dependencia 
Es importante tomar en consideración que el uso compulsivo de sustancias psicoactivas no 
es el resultado obligatorio de haber iniciado un consumo ocasional de una sustancia. De 
hecho, solo un 20% de las personas que utilizan sustancias psicoactivas van a pasar de un 
uso controlado a un uso compulsivo (Badiani et al., 2011). Es por esto que se ha tratado de 
desarrollar modelos animales para estudiar e identificar los mecanismos de riesgo y 
vulnerabilidad implicados en esta transición, al tiempo que se pueden identificar posibles 
blancos de tratamiento para prevenir, amortiguar o revertir la dependencia de sustancias 
psicoactivas y sus consecuencias para la salud (Lynch, Nicholson, Dance, Morgan, & Foley, 
2010). 
 
Los estudios en animales de laboratorio han tenido una función crucial en el entendimiento 
de la biología y la patofisiología de las distintas etapas de la dependencia a sustancias (Lynch 
et al., 2010). A continuación, se describen algunos de los modelos más utilizados en la 
investigación en el tema de uso compulsivo, enfocados principalmente en su aplicación en 
roedores, así como el modelo de particular interés para este proyecto: la incubación de la 
sensibilidad conductual.  
 
1.2.1 Condicionamiento de Preferencia de Lugar 
Este es un modelo de condicionamiento clásico en el cual se estudian los procesos de 
aprendizaje asociativo que permiten que claves contextuales sean asociadas con las 
propiedades recompensantes de las drogas y, a su vez, explica cómo estas claves adquieren 
la capacidad de evocar y potenciar la búsqueda y el consumo de las sustancias de abuso 
(Gardner, 2005). Existen muchas variaciones en el procedimiento, pero en general, tras la 
administración de los psicoestimulantes, los animales son inmediatamente colocados en uno 
de dos compartimentos de la cámara experimental. Cada compartimento tiene diferentes 
pistas visuales o táctiles que facilitan el proceso asociativo con los efectos de la droga (Kõks, 
2015). El tiempo de permanencia del animal en el compartimento asociado con la droga 
provee una medición directa del efecto reforzador condicionado, lo que indica que el animal 
prefiere el ambiente asociado con los efectos de las drogas (Kõks, 2015). Este procedimiento 
ha probado ser una herramienta efectiva para evaluar parámetros que afectan o participan en 
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el aprendizaje inicial del contexto asociado a la droga, o bien, parámetros que afecten o 
determinen los comportamientos posteriores al desarrollo de este aprendizaje (Carmichael & 
Lockhart, 2012). Sin embargo, también se ha utilizado para evaluar efectos aversivos de las 
drogas de abuso (Huston et al., 2013).  
 
1.2.2 Modelo de Autoadministración de la Droga 
Este modelo de condicionamiento instrumental fue desarrollado con la finalidad de estudiar 
los mecanismos que controlan la conducta de administración de la droga (Gardner, 2005). Se 
han evaluado varias formas de autoadministración incluyendo la oral, la intragástrica, la 
intraperitoneal, la intravenosa y la intracerebral (O’Brien & Gardner, 2005). Bajo este 
procedimiento de autoadministración, los animales despliegan una conducta, como presionar 
una palanca, que provoca la administración de una dosis de la droga que refuerza la conducta 
de palanqueo (Panlilio & Goldberg, 2009). Los efectos recompensantes de la droga 
aumentarán la probabilidad de que posteriormente los animales repitan dicho 
comportamiento, lo cual tiene similitud funcional con otros reforzadores como los alimentos. 
De esta forma, la autoadministración se estudia como una respuesta operante reforzada por 
los efectos de la droga, es decir, una respuesta en función de un estímulo en este caso la 
sustancia de abuso. Así, se puede obtener información sobre los factores que influyen en la 
dependencia y sobre potenciales tratamientos (Panlilio & Goldberg, 2009). Los protocolos 
utilizados bajo este paradigma pueden variar considerablemente según los programas de 
reforzamiento utilizados. Los más comunes son los programas de razón (lo que refiere a la 
cantidad de veces que un individuo realiza una conducta para que se le provea la droga) o 
programas de intervalo (en los que lo importante es el tiempo transcurrido desde el último 
reforzamiento). A su vez, estos programas pueden ser variables o fijos (O’Brien & Gardner, 
2005). El protocolo de razón fija es el más común. Bajo este esquema, el animal recibe, ya 
sea la droga (en experimentos de autoadministración intravenosa), o acceso a la droga 
(durante experimentos de autoadministración oral) acorde a la respuesta emitida por el animal 
(por ejemplo, activación de una prensa de palanca o tocar con la nariz un activador un número 
de veces determinado y constante) (O’Brien & Gardner, 2005).  
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1.2.3 Modelo de recaída 
Este paradigma permite estudiar los comportamientos de búsqueda y consumo de la droga 
durante etapas de abstinencia (Gardner, 2005). Uno de los principales problemas en relación 
con la dependencia es la recaída, la cual puede estar asociada con una reexposición a la droga, 
con la asociación de la droga con claves contextuales o con ciertos agentes estresantes 
(Bossert et al 2013; Shaham et al, 2003). En términos generales, los animales son entrenados 
para autoadministrarse la sustancia, luego se les restringe el consumo y finalmente se les 
presentan distintas condiciones que puedan propiciar la recaída en el comportamiento de 
búsqueda y/o autoadministración (Gardner, 2005). Se han desarrollado también modelos que 
introducen la metodología del condicionamiento de preferencia de lugar como una 
combinación de protocolos que aportan más información con respecto a los efectos de la 
droga en estudio (Shaham et al., 2003).  
 
1.2.4 Incubación de la sensibilidad conductual 
La sensibilización se entiende como el aumento en los efectos farmacológicos de la droga 
ante administraciones sucesivas, siendo un efecto característico para drogas 
psicoestimulantes como la cocaína y las anfetaminas (Roberts, Morgan, & Liu, 2007). Uno 
de los elementos esenciales del estudio de la sensibilización inducida por drogas 
psicoestimulantes es que permite entender la transición del consumo casual al compulsivo, 
generando información sobre los mecanismos neuronales y neuroadaptativos involucrados 
en estas etapas. Lo anterior puede ayudar a determinar cómo se desarrolla el abuso de drogas, 
cómo se mantiene el consumo y cómo se podría prevenir (Paul Vezina, 2004).  
 
El modelo animal más utilizado y considerado el estándar de oro en el estudio de la 
sensibilidad es la medición de la actividad locomotora en el campo abierto a lo largo de 
administraciones repetidas (y en ocasiones intermitentes) de la sustancia de abuso,  
incluyendo un periodo de retiro de la sustancia (Roberts et al., 2007). El aumento en la 
locomoción del animal posterior a la administración repetida de la droga se define como 
sensibilización conductual y se considera un parámetro indicador de la conducta de búsqueda 
(Steketee & Kalivas, 2011). Adicionalmente el incremento en la actividad locomotora tras el 
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periodo de retiro se considera evidencia de incubación de dicha sensibilidad conductual 
(Phillips et al., 2011). 
 
Se ha propuesto que las bases neurobiológicas de la sensibilización conductual a los 
psicoestimulantes pueden ser estudiadas en dos componentes temporales definidos como lo 
son la iniciación y la expresión de la sensibilización (Kalivas et al., 1993). La iniciación se 
refiere a los cambios moleculares y celulares progresivos que culminan en una alteración 
permanente del procesamiento del estímulo farmacológico (estos cambios son transitorios y 
puede que no se presenten hasta tiempo después de un periodo de abstinencia) 
(Vanderschuren & Kalivas, 2000). La expresión, por su parte, se refiere a los efectos 
duraderos que llevan a cambios en la conducta y que pueden ser observados incluso hasta un 
año después del tratamiento con la droga (Kalivas et al., 1993; Steketee & Kalivas, 
2011;Vanderschuren & Kalivas, 2000). Este paradigma permite el estudio de múltiples 
factores como el efecto de la cantidad de dosis administradas, de los intervalos entre las dosis, 
del sexo, la edad y la genética de los animales según el protocolo que se propone en cada 
investigación.  
 
1.3 Psicofarmacología de la anfetamina 
Las anfetaminas se derivan de la planta Ephedra sinica y sus derivados han sido utilizados 
con propósitos medicinales a lo largo de mucho tiempo. Los procesos farmacológicos 
modernos permitieron la síntesis de la anfetamina por primera vez alrededor del año 1887 
(Pryor & Storer, 2013). Las anfetaminas son agonistas monoaminérgicas, estructuralmente 
descritos como fenilisopropilaminas, con estructura química semejante a las catecolaminas 
(Fig. 3). Las dos anfetaminas más utilizadas y de donde derivan las drogas más modernas de 
este grupo son el sulfato de d-anfetamina y el sulfato de anfetamina racémica (Robledo, 
2008).  
 
 
 
Figura. 3.  Estructura química de la catecolamina dopamina (DA) y del psicoestimulante anfetamina. 
Adaptado de Flenkestein et al, 2005. 
Dopa Anfetam
Dopamina Anfetamina 
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Se catalogan como drogas psicoestimulantes capaces de reducir los umbrales de alerta o de 
vigilia, de modo que el individuo responde con más facilidad o prontitud a estímulos 
exógenos y/o endógenos (Fernández-Espejo, 2006; Miranda et al., 2011). Producen 
sensación de alerta, estimulación del sistema nervioso central, mejoría del rendimiento 
intelectual y de la ejecución de tareas manuales, sensación de energía, disminución del 
apetito, a la vez que tienen un gran potencial para inducir dependencia (Robledo, 2008).  
 
Dentro de los mecanismos celulares que median sus efectos fisiológicos, se incluye su acción 
sobre la concentración de varios neurotransmisores como la DA, la serotonina (5-HT) y la 
noradrenalina (NA) (Robledo, 2008). Además, su actividad simpaticomimética, que se 
caracteriza por una estimulación indirecta del sistema nervioso simpático (Fernández-Espejo, 
2006; Utrilla, 2000).  
 
1.3.1 Aumento de la concentración de DA en la hendidura sináptica y la excitabilidad de las 
neuronas dopaminérgicas 
El consumo de anfetamina modula la actividad del sistema dopaminérgico 
mesocorticolímbico (donde se incluyen áreas cerebrales como el núcleo accumbens (NAc), 
la corteza prefrontal (CP), estriado dorsal (Ed), amígdala (Amg) y área tegmental ventral 
(ATV)), produciendo un aumento en la concentración de DA en la hendidura sináptica, lo 
que a su vez modula diversos procesos en otras áreas del sistema límbico como el hipocampo 
(Hip), hipotálamo y el núcleo de la estría terminal (Badiani et al., 2011; Phillips et al., 2008; 
Utrilla, 2000). El aumento en la concentración de DA puede producirse tanto por el bloqueo 
de su recaptura, como por un aumento en su liberación (Badiani et al., 2011; Fleckenstein et 
al., 2007; Miranda et al., 2011; Phillips et al., 2008; Robledo, 2008; Utrilla, 2000). Las 
moléculas de anfetamina, al entrar en el botón terminal de la neurona presináptica, ya sea a 
través del transportador de DA (DAT) (Stahl, 2013) o por sus propiedades lipofílicas 
(Fleckenstein et al., 2007), inducen el colapso del gradiente de protones del transportador 
vesicular de monoaminas (VMAT2), lo que lleva a la liberación de la DA de sus vesículas 
de almacenamiento (Robledo, 2008; Stahl, 2013; Sulzer et al., 1995; Zarranz et al., 2011). 
Por otro lado, la anfetamina bloquea la enzima monoamino oxidasa (MAO) una de las 
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responsables de la degradación intracelular de las monoaminas, lo cual permite que los 
niveles citoplasmáticos de DA se mantengan elevados por más tiempo (Sulzer et al., 1995). 
 
El aumento en la concentración del neurotransmisor a nivel citosólico permite el 
funcionamiento inverso de los transportadores de DA ubicados en la membrana plasmática. 
(Sulzer et al., 1995; Teixeira-Gomes et al., 2015). Por su similitud estructural a la DA, se 
cree que la anfetamina sustituye al neurotransmisor en el sitio activo del DAT a nivel 
extracelular, lo cual impulsa el transportador a la cara interna de la membrana plasmática 
dejando libre el sitio de unión para la DA citoplasmática, lo que permite que sea liberada a 
la cara externa de forma independiente de la concentración de calcio intracelular y más bien 
dependiente del gradiente de concentración del neurotransmisor, ahora invertido (Kahlig et 
al., 2005; Sulzer et al., 1995).  
 
Aunado a esto, la anfetamina también funciona como un inhibidor competitivo de la 
recaptura de la DA extracelular. La similitud entre la DA y la anfetamina hace que ambos 
compitan por el sitio de unión extracelular del DAT, lo que reduce la tasa de recaptación del 
neurotransmisor (Fleckenstein et al., 2007). Todos estos mecanismos permitirán mantener 
los niveles extracelulares de DA aumentados y se resumen en la figura 4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura. 4.  Mecanismos generales de acción farmacológica de la anfetamina en la hendidura sináptica 
dopaminérgica. 1) Entrada de la anfetamina por el transportador de dopamina (DAT), 2) Acción sobre el 
transportador vesicular de monoaminas (VMAT2), 3) Liberación de la dopamina (DA) de las vesículas, 4) 
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Inactivacion de la enzima monoamino oxidasa (MAO), 5) acción reversa del DAT. Adaptado de Teixeira-
Gomes set al, 2014. 
 
La anfetamina también genera una hiperfunción de las neuronas dopaminérgicas a partir de 
cambios en la señalización glutamatérgica. La modulación de la señalización glutamatérgica 
causada por la anfetamina involucra dos mecanismos: 1) la endocitosis del transportador de 
aminoácidos excitatorios (EAAT3) en las neuronas dopaminérgicas (aumentando así los 
niveles de glutamato (Glu) en la hendidura sináptica) (Underhill et al., 2014); y 2) la 
disminución de la actividad de los potenciales postsinápticos inhibitorios en neuronas 
dopaminérgicas mediados por los receptores metabotrópicos de Glu, los cuales tienen una 
participación importante en el patrón de liberación de DA (Ferraguti & Shigemoto, 2006). 
Esto llevará a un aumento de la liberación fásica de este neurotransmisor (Paladini et al., 
2001). Se cree que hay una actividad sinérgica entre el aumento en las concentraciones 
extracelulares de DA y el aumento en la excitabilidad de las neuronas dopaminérgicas, 
mediada por un aumento del Glu en la hendidura sináptica que llevarán a una mayor 
excitabilidad de la neurona postsináptica.  
 
1.3.2 Aumento en las concentraciones de noradrenalina y serotonina 
Al igual que los DAT, los transportadores de NA (NAT) y 5-HT (SERT) median la 
recaptación sináptica de estos neurotransmisores tras su liberación vesicular (Dipace et al., 
2006). Ambos transportadores son también blanco celular de la anfetamina (Sofuoglu & 
Sewell, 2009), por lo que tiene un efecto sobre la recaptura de estos dos neurotransmisores 
(Rothman et al., 2001; Schmidt & Weinshenker, 2014; Stahl, 2013; Utrilla, 2000), aunque 
con menor afinidad por el NAT y SERT que por el DAT (Sofuoglu & Sewell, 2009). Además, 
la acción de la anfetamina sobre el VMAT2 y la MAO hace que las concentraciones de NE 
y 5-HT tanto a nivel intracelular, como en la hendidura sináptica, se eleven de la misma que 
manera que sucede con la DA.  
 
1.4 Mecanismos de plasticidad inducidos por psicoestimulantes 
Las manifestaciones de la dependencia a la anfetamina se asocian con cambios en la función 
y estructura de las neuronas, como una respuesta del sistema nervioso a los efectos de la 
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droga. Estos cambios neuronales pueden modular la respuesta inicial de una persona a un 
fármaco, el incremento a largo plazo del deseo por consumir y la propensión a las recaídas 
después de periodos de abstinencia (Roberts & Koob, 1997). De hecho, los cambios a nivel 
cerebral se han relacionado con fenómenos conductuales, que podrían estar involucrados en 
la transición del consumo controlado a la dependencia (Ferrario et al., 2005b).   
 
La reorganización funcional y estructural es una propiedad intrínseca del sistema nervioso 
central, que permite adaptaciones a los cambios en el medio ambiente externo e interno (May, 
2011). Los cambios o reordenamientos de los circuitos neuronales producto del consumo de 
anfetamina, pueden ocurrir por distintos mecanismos que afectan la plasticidad neuronal, lo 
que puede involucrar cambios en la eficiencia de los contactos neuronales ya existentes 
(ejemplo de ello son los procesos de potenciación y depresión a largo plazo -PLP y DLP, 
respectivamente), en la formación de nuevas sinapsis o en la eliminación de las ya existentes, 
cambios más complejos a nivel estructural en la arborización dendrítica y axonal y en la 
producción de neuromoduladores o neurohormonas para modificar la señalización (Hyman 
& Malenka, 2001; Sale et al., 2014). Más específicamente, la plasticidad estructural es un 
concepto que se entiende como los cambios a nivel morfológico (e.g., reemplazo neuronal, 
remodelación dendrítica y recambio sináptico) (McEwen et al., 2012) como respuesta, en 
este caso, al consumo de la droga e involucra tres elementos de la estructura neuronal: 1) 
densidad de espinas dendríticas, 2) forma y tamaño de las espinas dendríticas y 3) 
complejidad de la arborización dendrítica (Golden & Russo, 2012).  
 
1.4.1 Cambios en la plasticidad estructural tras el consumo de psicoestimulantes 
Numerosos grupos han demostrado que la administración crónica de casi todas las drogas de 
abuso y especialmente los psicoestimulantes, inducen cambios estructurales en el circuito de 
recompensa del cerebro (Robinson & Kolb, 2004; Russo et al., 2010). En estudios en 
roedores, una de las áreas cerebrales más estudiadas es la corteza prefrontal medial (CPFm), 
donde los psicoestimulantes como la anfetamina y la cocaína, inducen un aumento en la 
cantidad de espinas dendríticas en neuronas piramidales (Crombag, Gorny, Li, Kolb, & 
Robinson, 2005; Ferrario et al., 2005; Robinson & Kolb, 1997; Singer et al., 2009). De hecho, 
estos efectos se han replicado utilizando dosis desde 0,1 mg/Kg hasta 8 mg/Kg de anfetamina, 
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administradas diariamente en periodos desde 14 hasta 28 días (Crombag et al., 2005; Ferrario 
et al., 2005; Robinson & Kolb, 1997; Singer et al., 2009). El estudio de los cambios 
estructurales en esta área cerebral ante el efecto de sustancias de abuso, toma importancia al 
ser la CPFm una estructura que participa en la construcción de una representación mental de 
las metas y objetivos, así como en la asignación de valor y la capacidad de coordinar acciones 
basadas en la evaluación de estas (Miller & Cohen, 2001).  
 
El NAc por su parte, es una de las áreas cerebrales de mayor interés, puesto que tiene una 
importante papel como conector funcional entre áreas límbicas tales como la amígdala y el 
Hip con el sistema motor (Klawonn & Malenka, 2018), de manera que permite procesar las 
propiedades hedónicas de un objetivo, como una sustancia de abuso y darle un valor 
motivacional llevando a la ejecución de acciones para conseguirlo (Hyman et al., 2006). La 
administración de anfetamina produce, en esta área cerebral un aumento en la densidad de 
las espinas dendríticas de las neuronas espinosas medianas (Crombag et al., 2005; Ferrario 
et al., 2005;Li, Acerbo, & Robinson, 2004; Robinson & Kolb, 1997; Singer et al., 2009) y un 
aumento en las ramificaciones dendríticas y su longitud (Singer et al., 2009).  
 
Áreas menos estudiadas son el Hip y el Ed. En el Hip por ejemplo, se reporta un aumento en 
las cantidad de espinas dendríticas en neuronas piramidales en la zona CA1 (Crombag, 2004). 
En el Ed, por su parte, la anfetamina y la metanfetamina –droga con una alta similitud 
estructural a la anfetamina– aumentan la densidad de espinas dendríticas (Jedynak et al., 
2007; Singer et al., 2009). Sin embargo, es importante una mayor evaluación y comprensión 
sobre los cambios plásticos en estas dos áreas cerebrales pues sus funciones los hace blanco 
de estudio en el tema de la dependencia a drogas de abuso. El Hip participa en proceso de 
aprendizaje y memoria, principalmente en la formación de la memoria declarativa (Kutlu & 
Gould, 2016), así como en procesos de navegación espacial (Eichenbaum, 2017). El Ed por 
su lado, permite la consolidación de acciones eficientes que llevan a la obtención de 
recompensas en una acción conjunta con la substantia nigra, es decir, gobierna las acciones 
motoras en función de una meta determinada, como la obtención de un estímulo 
recompensante (Packard & Knowlton, 2002; Vanderschuren et al., 2005). 
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Las drogas psicoestimulantes no solamente influyen en la longitud de las dendritas y la 
densidad de espinas dendríticas, sino que también favorecen cambios en el tamaño y/o la 
morfología de la espina dendrítica (Golden & Russo, 2012), lo cual tiene una relación 
estrecha con su función y con la fuerza de la sinapsis que compone (Lee et al. 2012). 
Robinson et al. (2001) describieron que ratas expuestas a un protocolo de auto-
administración de cocaína mostraron cambios en la morfología de las espinas en células 
piramidales de la corteza prefrontal promoviendo formas más protuberantes y ramificadas 
(Robinson & Berridge, 2001). Por su parte, Shen et al. (2009) observaron que, tras un periodo 
de retirada después de la administración de cocaína, las espinas presentan un mayor diámetro 
y longitud.  
 
1.4.2 Cascadas de señalización y plasticidad asociadas con anfetamina 
A continuación, se detallarán algunas vías de señalización y los genes asociados cuya 
expresión se ve afectada tras el consumo de anfetamina u otros psicoestimulantes como la 
cocaína, y que podrían mediar en las modificaciones plásticas que se observan en áreas 
cerebrales que participan en la respuesta inicial al consumo de drogas, así como también en 
el desarrollo de la dependencia. 
 
Algunos de los factores genéticos relacionados con los cambios estructurales inducidos por 
el consumo de drogas psicoestimulantes ya han sido identificados, pero poco se sabe sobre 
los potenciales marcadores moleculares de la plasticidad estructural asociados con las 
cascadas de señalización iniciadas por la anfetamina. Por ejemplo, existe particular interés 
en la comunidad científica en determinar cuáles son los mecanismos y los factores 
relacionados con la incubación de la sensibilidad a la anfetamina. Se ha sugerido que los 
cambios plásticos que ocurren durante esta etapa del desarrollo de la dependencia pueden ser 
modulados por vías de señalización donde participa el Glu a través de sus receptores de N-
metil D-aspartato (NMDA) (Schumann & Yaka, 2009), y de ácido -amino-3-hidroxi-5-
metilo-4-isoxazolpropiónico (AMPA) (Bowers et al., 2010), o por factores neurotróficos 
como el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) 
(Corominas et al., 2007). Ambos factores activan vías de señalización con distintos blancos 
moleculares que están involucrados en los procesos de plasticidad. A continuación, se 
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describen las moléculas que participen en estas cascadas de señalización, de especial interés 
para este estudio.  
 
TrkB y BDNF: 
BDNF pertenece a la familia de factores de crecimiento nervioso, grupo de proteínas que han 
sido asociadas con la proliferación, diferenciación y supervivencia neuronal (Guillin et al., 
2001). La vía de señalización de BDNF iniciará cuando este se une a su receptor tirosín-
quinasa relacionado con tropomiosina (TrkB). Una vez activado, el receptor va a 
transautofosforilarse en residuos de tirosina específicos en sus dominios intracelulares 
(Cunha, 2010; Williams & Undieh, 2009). Dentro de las vías intracelulares activadas por 
BDNF se describen tres principales cascadas de señalización corriente abajo: 1) activación 
de proteín quinasas activadas por mitógenos (MAPKs), 2) la vía de la fosfatidil inositol tres 
quinasa (PI3K) y 3) la fosfolipasa C (PLCγ) (Fig. 5) (Williams & Undieh, 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura. 5.  Vías de señalización intracelulares iniciadas por la activación del receptor TrkB.  Tras la unión de 
BDNF el receptor se dimeriza lo que induce la transautofosforilación de residuos de tirosina en el dominio 
citoplasmático, el cual actúa como sitio de unión y activación para moléculas efectoras de tres vías de 
señalización principales: fosfolipasa C (PLCγ), fosfatidil inositol tres fosfato kinasa (PI3K) y las cascadas de 
proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK), lo cual lleva a la activación final de la proteína de unión 
al elemento de respuesta a AMPc (CREB). Adaptado de Cunha et al., 2014. 
 
Adicionalmente, otra forma de activación de las vías del receptor TrkB involucra la 
internalización del complejo BDNF-TrkB (mediado por Ca2+) en forma de endosomas, en 
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conjunto con un transporte retrógrado a lo largo de los axones. El traslado de los endosomas 
desde las neuritas distales hasta el cuerpo celular es esencial para la acción biológica inducida 
por BDNF, el cual permite que se induzca la activación de señales corriente abajo (Bramham 
& Messaoudi, 2005; Vásquez et al., 2014).  
 
La vía BDNF-TrkB ha sido involucrada en la regulación de la morfología de la neurona al 
modular la formación de nuevas sinapsis (Alsina et al., 2001; Sanchez et al., 2006), la 
formación de nuevas dendritas y la extensión de axones (Dijkhuizen & Ghosh, 2005;Hu et 
al., 2005; Jin et al., 2003; Sanchez et al., 2006) y regular la aparición y reestructuración de 
espinas dendríticas (Ji et al., 2005; Tyler & Pozzo-Miller, 2003). Se ha descrito que BDNF 
juega un papel importante en la plasticidad sináptica, la supervivencia y la función de 
neuronas dopaminérgicas mesencefálicas, que forman parte del circuito de recompensa 
dopaminérgico, las cuales tienen gran relevancia en los procesos de dependencia. Con base 
en lo anterior se sugiere que esta neurotrofina y sus señales intracelulares están involucradas 
en los cambios neuroadaptativos en los sistemas dopaminégicos y glutamatérgicos, que 
podrían participar en el desarrollo de dependencia y abuso de los psicoestimulantes 
(Corominas et al., 2007). Esta participación de BDNF se basa en estudios donde la 
administración de cocaína en roedores aumenta los niveles de la proteína BDNF y de su 
ARNm en regiones cerebrales que participan en los procesos relacionados con el desarrollo 
de la dependencia (Schoenbaum et al., 2007). Por ejemplo, el NAc (Filip et al., 2006a; 
Graham et al., 2007; Grimm et al., 2003), el Hip (Filip et al., 2006a) y el ATV ( Grimm et 
al., 2003; Li & Wolf, 2015). 
  
Además, algunos cambios en los patrones de comportamiento de los animales se han 
asociado con el aumento en los niveles de BDNF en estas áreas. Por ejemplo, el desarrollo 
de la sensibilización conductual (Li & Wolf, 2015). Ratones knockout para BDNF mostraron 
un desarrollo menor y más tardío de la sensibilización locomotora a la cocaína (Horger et al., 
1999; Huang et al., 2011). Del mismo modo, en estudios en ratones modificados 
genéticamente para no expresar el receptor TrkB se observó que los animales no 
desarrollaron la sensibilización locomotora posterior a la exposición a la droga, lo cual 
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demuestra que la activación del receptor es necesaria para el desarrollo de la sensibilización 
(Crooks et al., 2010).  
 
Aún no está del todo claro cuáles son las regiones cerebrales en las que BDNF participa en 
la generación de una sensibilización conductual. Sin embargo, los estudios sugieren que la 
acción de la neurotrofina es importante en áreas como NAc, corteza prefrontal y 
posiblemente el ATV (Li & Wolf, 2015). 
 
CREB: 
CREB es una familia de factores de transcripción expresados en la totalidad de las células 
cerebrales (Mayr & Montminy, 2001). Estas son proteínas de alrededor de 46 kDa ubicadas 
en el núcleo celular. Existen dos genes diferentes en esta familia: CREB1 y CREB2. CREB1 
presenta tres isoformas α, β y γ producidas mediante splicing alternativo (Hansen & Zhang, 
2013) y se ha asociado con la activación de la transcripción de genes. Por otro lado, CREB2 
se ha relacionado tanto con la activación, como también con la inhibición de la transcripción 
(Brightwell et al., 2004; Loubon & Franco, 2010). Ambos se han descrito como moléculas 
reguladoras en la formación de la memoria (Carlezon et al., 2005; Dash et al., 1990; 
Johannessen et al., 2004). 
 
La activación de CREB inicia al fosforilarse en el residuo de serina 133, lo que le permite su 
dimerización con otra molécula CREB fosforilada (CREBp) en el mismo residuo. El dímero 
de CREBp se une a una secuencia de ADN llamada CRE (elemento de respuesta al AMPc), 
permitiendo el reclutamiento de coactivadores proteicos, tales como la proteína de unión a 
CREB (CBP) y el p300. Estas proteínas son importantes para la transcripción ya que tienen 
capacidad de promover la acetilación de histonas, favoreciendo la descompactación de la 
cromatina, y facilitando la transcripción por medio de la ARN polimerasa II (Carlezon et al., 
2005; Hyman & Malenka, 2001; Johannessen et al., 2004) (Fig. 6). La formación de este 
complejo transcripcional permite la síntesis de ARN de factores que promueven la sinapsis 
(Barco et al., 2005; Benito & Barco, 2010). 
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Figura.6. Vía de señalización que activan la proteína de unión al elemento de respuesta a AMPc (CREB). Se 
muestran las vías de señalización activadas por factores de crecimiento, por el aumento intracelular de calcio 
y por neurotransmisores u hormonas. Adaptado de Hansen III & Zhang, 2013. 
 
Existen diferentes mecanismos involucrados en la activación de CREB: 1) a través de un 
aumento en las concentraciones de Ca2+ mediante la activación y apertura de canales iónicos, 
2) por receptores acoplados a proteínas G, o 3) por medio del receptores con actividad tirosín-
quinasa (Carlezon et al., 2005; Johannessen et al., 2004; Watson et al., 2001) (Figs. 5 y 6). 
Lo que define cuáles mecanismos de activación van a estar en funcionamiento son las 
experiencias y los estímulos externos que inducen la activación y/o expresión de aquellas 
moléculas necesarias para estabilizar cambios estructurales y funcionales en la neurona 
(Benito & Barco, 2010). 
 
El factor de transcripción CREB es un regulador importante del crecimiento dendrítico y de 
la actividad dendrítica en neuronas maduras (Wayman et al., 2008). En algunas áreas 
cerebrales, CREB se asocia con la espinogénesis (Russo et al., 2010), efecto que está 
posiblemente regulado por sus blancos transcripcionales como por ejemplo el factor 
estimulador de miocitos 2C (MEF2C, por sus siglas en inglés) (Pulipparacharuvil et al., 2008; 
Robison & Nestler, 2011) y el BDNF (McGinty et al., 2010). CREB también media la 
plasticidad a través de la transcripción de microARNs como mir-132, el cual induce el 
crecimiento en células hipocampales en cultivo (Russo et al., 2010). Algunos de sus blancos 
moleculares han sido directamente ligados a procesos de plasticidad ante la exposición a 
psicoestimulantes, lo que podría mediar cambios estructurales después de la exposición a las 
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sustancias de abuso, sin embargo los mecanismos no están aún claramente dilucidados 
(Russo et al., 2010). Existe también evidencia de que en el NAc CREB media la tolerancia y 
dependencia a la cocaína (Larson et al., 2011). 
 
La participación de CREB como una molécula involucrada en los procesos de desarrollo de 
sensibilización conductual también ha sido estudiada. Fue desde 1994 aproximadamente, que 
se empezó a hablar en la literatura de posibles modificaciones en las vías de señalización y 
en la expresión de genes inducidos por la exposición a drogas psicoestimulantes como la 
cocaína (Miserendino & Nestler, 1995) y la anfetamina (Konradi & Cole, 1994; Turgeon et 
al., 1997). Se han reportado datos que indican que al inhibirse CREB  en el estriado, aumenta 
la sensibilización locomotora a la cocaína en ratones adultos (Fasano et al., 2009), además 
ratones transgénicos en los cuales el gen CREB presenta una actividad transcripcional 
reducida también mostraron un aumento en la actividad locomotora inducida por este mismo 
psicoestimulante (Walters & Blendy, 2001). Por el contrario, algunos estudios relacionados 
con otras áreas cerebrales como el núcleo accumbens,  han reportado a partir de análisis 
inmunohistoquímicos que la fosforilación de CREB y una de sus quinasas reguladoras (ERK) 
aumenta en ratas expuestas a protocolos de sensibilización a cocaína, aumentando también 
la respuesta locomotora (Marin et al., 2009). 
 
p250GAP: 
p250GAP es una proteína activadora de GTPasas (GAPs, por sus siglas en inglés). Tiene un 
dominio GAP en su región N-terminal y varias secuencias ricas en prolina en su región C-
terminal, se encuentra en la densidad postsináptica co-localizada con los receptores NMDA 
(Taniguchi et al., 2003). Modula GTPasas de la familia Rho (como RhoA, Cdc42 y Rac1) 
que son reguladores fundamentales de la organización del citoesqueleto (Taniguchi et al., 
2003).  
 
Se han realizado estudios sobre la participación de p250GAP en la regulación de la 
plasticidad estructural, donde su interacción con la subunidad GluRε2 del receptor NMDA 
se posiciona como un escalón importante entre la activación del receptor y la reorganización 
de las filamentos de actina, y así, de la morfología axonal y dendrítica (Lai & Ip, 2013; 
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Taniguchi et al., 2003). Por ejemplo, la activación de p250GAP disminuye la actividad de 
moduladores importantes en procesos de remodelación dendrítica como la RhoA (Nakazawa 
et al., 2008; Taniguchi et al., 2003). Esto ha sido confirmado en experimentos donde se 
estudian ratones Knock-down para p250GAP, en los cuales el incremento en la actividad de 
RhoA incrementa el grosor de las dendritas hipocampales primarias (Nakazawa et al., 2008).  
 
Los niveles de p250GAP son regulados por moléculas como el microARN mir-132 (Wayman 
et al., 2008). Los microARNs son pequeños ARNs no codificantes (de aproximadamente 22 
nucleótidos) que regulan varias vías moleculares a partir de un silenciamiento de genes de 
forma transcripcional y post transcripcional (Shaltiel et al., 2013). Algunos estudios han 
revelado que mir-132 puede modificar funcional y estructuralmente las sinapsis, mediante la 
represión de p250GAP, lo que activa vías de remodelación de la actina (Hansen, Sakamoto, 
Wayman, Impey, & Obrietan, 2010; Impey et al., 2011; Shaltiel et al., 2013; Wayman et al., 
2008). Es importante mencionar que la expresión de miR-132 es inducida por BDNF y CREB 
(Im & Kenny, 2012; Shaltiel et al., 2013). De hecho, CREB y miR-132 forman un 
retrocontrol positivo que promueve la formación de espinas dendríticas (Im & Kenny, 2012). 
 
La participación de p250GAP en el desarrollo del proceso de sensibilización conductual en 
respuesta al consumo de drogas de abuso no ha sido descrita en la literatura. Su participación 
en procesos de plasticidad ante estímulos ambientales se limita a su silenciamiento en vías 
que involucran la expresión de mir-132 que, como se mencionó arriba, ha sido señalada como 
moduladora de cambios estructurales a nivel neuronal, por lo que p250GAP puede ser 
postulada como una molécula intermediaria en vías de señalización pertenecientes a procesos 
de cambio en la estructura neuronal ante estímulos ambientales como el consumo de 
psicoestimulantes. 
 
ADF/cofilina y complejo Arp 2/3:  
Los cambios en la estructura neuronal involucran el reordenamiento del citoesqueleto  
compuesto por microfilamentos de actina, microtúbulos y filamentos intermediarios o 
neurofilamentos (Dosremedios et al., 2003;Toda, 2006). Más específicamente, el 
reordenamiento de los microfilamentos se asocia con los cambios en la morfología y el 
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número de espinas dendríticas. El ensamblaje y desensamblaje, como un ciclo de la actina, 
principal componente de los microfilamentos, está controlado por varias proteínas de unión 
a la actina (ABPs, por sus siglas en inglés) (Dosremedios et al., 2003), que mantienen el 
equilibrio entre las dos formas conocidas de la actina: los microfilamentos (F-actina) y las 
subunidades globulares de actina (G- actina) (Esparza et al., 2012). 
 
Según Bambur y Neil (2002), durante el ciclo de la actina las G-actina necesariamente deben 
estar unidas a moléculas de ATP para ensamblarse al extremo llamado de “rápido 
crecimiento” o “extremo romo” de la F-actina donde, tras la hidrólisis del ATP, el complejo 
actina-ADP quedará unido al filamento (Bamburg & Wiggan, 2002). Por el contrario, las 
actina-ADPs del extremo de “acortamiento” tenderán a disociarse para ser reutilizadas como 
G-actina, lo que mantendrá la longitud de los microfilamentos relativamente constante (Fig. 
7A). Cambios rápidos en los niveles de F-actina y G-actina están involucrados en variaciones 
morfológicas de las células, que son controladas espacial y temporalmente en respuesta a 
señales ambientales (Carlier et al., 1997). Las proteínas miembros de la familia del factor de 
despolimerización de la actina (ADF por sus siglas en inglés) / cofilina, forman parte de las 
ABPs y se conocen por tener un rol muy importante en la dinámica de F-actina (Bernstein & 
Bamburg, 2010). Estas se expresan de forma ubicua en células eucariotas y en los mamíferos 
están representadas por tres proteínas específicas: la ADF, la cofilina muscular y la cofilina 
no muscular (Cfl1) (Bamburg & Wiggan, 2002).  
 
La Figura 7B muestra el mecanismo mediante el cual las ADF/cofilinas regulan la dinámica 
de la F-actina. El complejo actúa tanto como estabilizador de la F-actina como regulador de 
la fragmentación o el crecimiento de los filamentos (Bamburg & Wiggan, 2002). La 
promoción del crecimiento o la disminución de la longitud de los filamentos por parte de la 
ADF/cofilina, depende de la disponibilidad de subunidades de actina en la región celular 
donde está ocurriendo el proceso (Bamburg & Wiggan, 2002) y de la concentración de otras 
ABPs (Bernstein & Bamburg, 2010). Troys et al. (2008) describen tres posibles escenarios: 
1) en bajas concentraciones la ADF/cofilina está unida a la F-actina y puede participar en el 
corte de porciones de los filamentos; 2) cuando los niveles del complejo unido al filamento 
son un poco más altos, la ADP/cofilina propicia la liberación del fosfato inorgánico (Pi) 
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durante el paso del ATP a ADP unido a la G-actina, lo que favorece la liberación del complejo 
del extremo de acortamiento y estabiliza el filamento; y 3) en concentraciones altas de 
ADF/cofilina se promueve la unión de nuevos monómeros al extremo de crecimiento, con lo 
que la nucleación de novo se ve favorecida (Van Troys et al., 2008) (Fig. 7B).  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura. 7. Ensamblado y ciclo de la actina y efectos del factor de despolarización de la actina (ADF) y 
cofilina. A) Estado estable de los filamentos de actina en donde la longitud de los filamentos se mantiene 
constante a partir de la agregación de actina unida a ATP en el extremo romo y la disociación de actina unida 
a ADP en el extremo de acortamiento, B) participación de las ADF/cofilina como estabilizadora o promotora 
del crecimiento o acortamiento de los filamentos según la concentración de esta en el medio. Adaptado de 
Van Troys, 2008. 
 
La función de estas proteínas está regulada por procesos de fosforilación y desfosforilación. 
Específicamente, la fosforilación de las ADF/cofilinas en el residuo de serina 3 (Ser3) de la 
cofilina (Moriyama et al., 1996), inhibe su unión con subunidades de G-actina y con los F-
actina al generar repulsión de cargas entre el complejo y la actina (Bamburg & Wiggan, 2002; 
Bernstein & Bamburg, 2010). Existen cuatro quinasas que tienen alta afinidad por los 
residuos de serina de las ADF/cofilinas: las LIM quinasas 1 y 2 y las TES quinasas 1 y 2 
(Bamburg & Wiggan, 2002). Las LIM y TES quinasas, son proteínas a su vez activadas por 
la familia Rho-GTPasas, como por ejemplo Rac, CdC42 o ROCK (a excepción de la TES) 
(Bamburg & Wiggan, 2002). Por el contrario, la desfosforilación aumenta la afinidad del 
(A
) 
B) 
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complejo por la actina (Esparza et al, 2012), en este caso este proceso se lleva a cabo por la 
familia de fosfatasas llamadas Slingshot (Niwa et al., 2002). 
 
El complejo proteico Arp 2/3 por su parte, conocido también como el “complejo de proteínas 
2 y 3 relacionados con la actina”, también forma parte de las descritas ABPs. Estas proteínas, 
tienen una participación en la remodelación dendrítica en respuesta a la actividad sináptica y 
estímulos ambientales, uniéndose como un complejo de siete subunidades a los filamentos 
de actina ya existentes y dirigiendo el crecimiento de un nuevo filamento en ángulos de 70 
(Dosremedios et al., 2003; Kim et al., 2013). Este proceso está regulado por distintas 
proteínas que son llamadas factores promotores de la nucleación como WAVE1, WASH y 
N-WASP (Rotty et al., 2013), las cuales a su vez son reguladas por Rho-GTPasas 
(Dosremedios et al., 2003). La inhibición de la actividad de Arp 2/3 reduce la polimerización 
de actina afectando la estructura neuronal al disminuir el tamaño de las espinas dendríticas 
(Singer et al., 2016). 
 
 Existe una relación funcional entre la ADF/cofilina y la Arp 2/3. Así por ejemplo, estudios 
in vitro han mostrado que la ADF/cofilina aumenta la remoción de las ramificaciones 
iniciadas por la Arp 2/3 (Chan et al., 2009). Por otro lado, aunque en estudios in vivo se han 
realizado observaciones similares, también hay evidencia de que la ADF/ cofilina es capaz 
de regular negativamente a Arp 2/3, reduciendo la afinidad del complejo por los filamentos 
(Bernstein & Bamburg, 2010).  
 
Estas ABPs han sido estudiadas por su rol en procesos de plasticidad neuronal en respuesta 
a consumo de sustancias de abuso. En modelos animales de dependencia, como el modelo de 
recaída, se ha reportado un aumento en los niveles de ABPs en el NAc posterior al consumo 
agudo y crónico de cocaína (Toda et al., 2006). Específicamente al utilizar protocolos de 
incubación de la sensibilización conductual, se reporta un aumento en la densidad de espinas 
dendríticas y el tamaño de la dendrita en NAc, acompañado de un aumento de ABPs como 
Arp2/3, ADF/cofilina y de F–actina (Shen et al., 2009).  
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1.4.3 Integración de las cascadas de señalización y plasticidad asociadas con anfetamina 
Basado en la información sobre la función de las proteínas descritas en el apartado anterior, 
la Figura 9 integra las cascadas de señalización que se propone podrían tener participación 
en procesos de plasticidad inducidos por el consumo de anfetamina. BDNF participa como 
una molécula mensajera que orquesta cascadas de señalización relacionadas con procesos de 
plasticidad estructural en respuesta al consumo de psicoestimulantes El consumo de 
anfetamina genera un aumento en las concentraciones de DA en distintas áreas cerebrales 
que forman parte del sistema de recompensa. El aumento de DA (1) participa en la 
modulación de la señalización glutamatérgica (2) y a su vez aumenta los niveles del BDNF 
(3) al actuar en conjunto con la actividad de Glu (3). Las vías de señalización intracelulares 
activadas por: a) el receptor TrKB tras la unión de BDNF, b) por el receptor de dopamina de 
tipo 1 (D1) y c) por los receptores AMPA y NMDA activados por Glu, convergen en la 
regulación del factor de transcripción CREB (4), aumentando su estado fosforilado y así su 
activación (5). CREB modula la transcripción de una gran cantidad de genes, muchos de los 
cuales darán lugar a productos proteicos funcionales que participan en la modulación de la 
plasticidad neuronal (ej., BDNF, TrKB y CREB), así como de moléculas como microARNs 
importantes también en estas señalizaciones (e.g., mir-132)(6). El mir-132 modula los niveles 
de proteínas activadoras de GTPasas (GAPs) como p250GAP (7) al inducir la degradación 
de los transcritos o regular procesos traduccionales, lo cual tiene una implicación en la 
actividad regulatoria de las ABPs (8). Las ABPs participan activamente en la reorganización 
del citoesqueleto y por ende en los cambios morfológicos que podrían ser inducidos por el 
consumo de anfetamina y llevar al desarrollo de dependencia.   
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Figura 8. Integración de la actividad de moléculas participantes en cascadas de señalización, en respuesta al consumo de 
anfetamina. Las líneas continuas representan las moléculas cuyas vías de señalización culminan en la potenciación de la 
actividad de la molécula señalada, las líneas discontinuas representan las moléculas cuyas vías de señalización culminan 
en la potenciación de la actividad de CREB, la línea con terminación recta representa la inhibición de la actividad de la 
molécula, la numeración corresponde al orden en que los eventos fueron descritos en el texto.  
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2 Justificación  
La dependencia a drogas de abuso, específicamente a psicoestimulantes como la anfetamina, 
representa un problema en diversos ámbitos: social, económico y de salud, entre otros, por 
lo que afecta tanto al consumidor, como a la sociedad en general, convirtiéndose en una 
problemática mundial (Corominas et al., 2007). Dentro de las principales consecuencias se 
pueden mencionar: la desintegración familiar, la pérdida de empleo, daños en la salud física 
y psicosocial, el aumento en el crimen organizado y el narcotráfico, entre otras (Robinson y 
Nestler, 2011). En este sentido, se debe resaltar la importancia de estudiar la dependencia a 
drogas de abuso, no solamente desde los aspectos sociales fundamentales para atender la 
problemática, sino propiamente desde el individuo y los procesos neurobiológicos que 
propician el desarrollo de la dependencia. Este abordaje permitirá comprender mejor los 
procesos cerebrales y arrojar información que sea de utilidad en la prevención y el 
tratamiento de la enfermedad. 
El desarrollo de una dependencia consta de distintas etapas que van desde el consumo casual 
hasta la consolidación de conductas de abuso y consumo compulsivo (Singer et al, 2009). La 
sensibilización conductual se asocia con la transición del consumo casual al consumo 
compulsivo y el desarrollo de la dependencia (Vezina, 2004). El estudio de los mecanismos 
implicados en el desarrollo y mantenimiento de esta etapa puede aportar información 
relevante para identificar blancos moleculares que permitan tratar o prevenir este tipo de 
trastornos (Singer et al, 2009) y así buscar soluciones a tan importante problema. 
El proceso de sensibilización se está estudiando experimentalmente de modo intensivo en el 
ámbito bioquímico y conductual, pues representa la expresión de cambios plásticos 
estructurales en el cerebro debidos al consumo de, por ejemplo, anfetamina (Kolb et al., 
2003). Sin embargo, a pesar de que es un tema estudiado desde hace dos décadas (Robinson 
y Kolb 1997), se conoce poco sobre los mecanismos moleculares y las vías de señalización 
cerebrales que subyacen a estos cambios estructurales, especialmente durante el desarrollo 
de la sensibilidad conductual y la incubación de esta. Por lo tanto, este trabajo pretende 
aportar información sobre los posibles cambios en la expresión de genes involucrados en la 
regulación de la plasticidad estructural inducida por la anfetamina en áreas cerebrales del 
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sistema de recompensa, utilizando un modelo de desarrollo e incubación de la sensibilidad 
conductual en ratas, en la búsqueda de aportar información faltante en este tema. 
Aunado a esto, es importante mencionar que en el país se han venido realizando esfuerzos 
por ampliar el conocimiento en las áreas mencionadas, a través de la colaboración del 
Instituto de Investigaciones en Salud (INISA), el Instituto de Investigaciones Psicológicas 
(IIP) y el Centro de Investigación en Neurociencias (CIN), todas entidades de la UCR. Este 
proyecto se enmarca en las líneas de investigación de estos centros, por lo que los resultados 
que se obtuvieron serán de provecho para las investigaciones en curso y futuras, además de 
fortalecerán el trabajo interdisciplinario y conjunto de estas entidades aprovechando los 
recursos de infraestructura y experiencia de los profesionales colaboradores.  
La realización de este trabajo de graduación fue posible gracias al financiamiento del 
proyecto de investigación titulado “Cambios en la plasticidad neuronal relacionados con la 
incubación de la sensibilidad por la anfetamina: evaluación molecular y estructural” 742-B6-
291, inscrito en el INISA y realizado en colaboración con el IIP y el CIN. Es por esto que 
todos los procedimientos se llevaron a cabo en estos centros de investigación, tomando en 
consideración que los protocolos utilizados ya habían sido estandarizados, facilitando el 
desarrollo de la metodología propuesta. 
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3 Hipótesis 
El desarrollo e incubación de la sensibilidad conductual por exposición subcrónica a la 
anfetamina se asocia con cambios en la expresión de los genes TrkB, BDNF, CREB, 
p250GAP, Cfl1 y Arp 2 en el NAc, el Hip y el Ed.  
4 Objetivos 
4.1 Objetivo general 
Estudiar la respuesta conductual y la expresión de genes relacionados con el control de la 
plasticidad neuronal (i.e.,TrkB, BDNF, CREB, p250GAP, Cfl1 y Arp 2) en tres áreas 
cerebrales (i.e., NAc, Hip y Ed) de ratas macho Wistar, para analizar su posible participación 
en el desarrollo y la incubación de la sensibilidad conductual por exposición subcrónica a 
anfetamina.  
4.2 Objetivos específicos 
4.2.1 Medir la actividad locomotora previo a la administración de anfetamina para 
determinar si la misma se sensibiliza e incuba de manera anticipatoria en 
respuesta al protocolo de exposición subcrónico y posterior a un periodo de 
retirada de 30 días.   
 
4.2.2 Analizar la actividad locomotora en respuesta a la administración 
subcrónica de anfetamina para determinar si la misma se sensibiliza y se incuba 
tras un periodo de 30 días de retirada. 
 
4.2.3 Medir la expresión de los cinco genes de interés en el NAc, el Hip y el Ed 
para determinar los efectos cerebrales de la exposición al protocolo de desarrollo 
e incubación de la sensibilidad conductual a anfetamina. 
 
4.2.4 Analizar la relación entre la expresión de los cinco genes de interés en cada 
una de las regiones cerebrales con la variable conductual evaluada tras la 
exposición a un protocolo de desarrollo e incubación de la sensibilidad conductual 
a la anfetamina. 
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5  Materiales y métodos 
 
5.1 Animales 
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar provenientes del Bioterio del Laboratorio de 
Ensayos Biológicos (LEBi) de la Universidad de Costa Rica. La metodología se realizó entre 
el DPN 22 y el DPN74. Todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo 
con los lineamientos del Ministerio de Ciencia y Tecnología de Costa Rica para el cuidado y 
uso de animales de laboratorio y fueron aprobados por el Comité Institucional para el 
Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Costa Rica (CICUA-10-16).  
El alimento, agua y las camas de los animales se cambiaron dos veces por semana y se 
mantuvieron en un horario de luz-oscuridad de 12:12 horas (la luz se encendía alas 6:00 h y 
se apagaba a las 18:00 h), con 10 ciclos de aire por hora, una temperatura del cuarto de 25.5 
C1.20 C y una humedad relativa del 78-87%. Los animales tuvieron acceso libre al 
alimento y al agua durante todo el experimento.  
 
5.2 Diseño experimental  
Se utilizó un total de 40 animales, los cuales fueron llevados al cuarto de animales del CIN 
luego del destete en el día posnatal 22 (DPN 22) con un peso de 96,13 g. A su llegada, se 
pesaron e identificaron marcándolos con aros en la cola. Se mantuvieron una semana en dicho 
cuarto de forma que se habituaran al nuevo ambiente. En el DPN 28 se iniciaron los 
experimentos. A partir del DPN28, los animales se sometieron a un procedimiento de 
manipulación (handling) durante tres días consecutivos, con el fin de familiarizarlos con la 
manipulación del experimentador. Del DPN31 al DPN33 se sometieron a pruebas de campo 
abierto (CA) de 15 minutos, con el objetivo de habituarlos a estos aparatos, y a su vez, para 
obtener medidas de la actividad locomotora que permitiera el balanceo de los animales para 
la asignación de grupos. 
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La Figura 10 muestra el diseño experimental utilizado. En el DPN33 los animales fueron 
asignados al grupo de anfetamina (n=20) que recibió siete dosis de 2.5 mg/Kg i.p de 
anfetamina en un volumen de 1ml/Kg a lo largo de un periodo de doce días (7 inyecciones 
en total). Los animales restantes (n=20) conformaron el grupo control que recibió el mismo 
volumen (1ml/Kg) de solución salina en lugar de la droga. Los grupos fueron balanceados 
según la madre del sujeto, el peso y las conductas de locomoción. De esta forma, se buscó 
equilibrar el efecto de estas variables sobre la variabilidad en los grupos experimentales. Las 
administraciones se llevaron a cabo en los DPNs 33, 35, 37, 38, 40, 42 y 44. Previo a cada 
administración los animales se expusieron a una prueba de CA de 15 minutos con el fin de 
evaluar su actividad locomotora anticipatoria condicionada. Transcurridos estos 15 minutos, 
los animales se inyectaron con salina o anfetamina e inmediatamente fueron reintroducidos 
en el CA por 45 minutos adicionales para evaluar la actividad locomotora inducida por la 
anfetamina. Posterior a la última administración, se dio un periodo de incubación de la 
sensibilidad conductual de 30 días. Al finalizar este periodo (DPN 74), se realizó una nueva 
asignación a lo interno de cada grupo de forma que, dentro del grupo de salina, 10 animales 
recibieron una inyección final de salina y 10 una de anfetamina (2.5 mg/kg i.p.). De igual 
forma, de los animales que recibieron anfetamina, 10 recibieron salina y 10 anfetamina (2.5 
mg/kg i.p.). De nuevo, todos los animales fueron expuestos a un CA durante los 15 minutos 
previos y los 45 minutos posteriores a recibir la nueva administración. Los animales fueron 
eutanasiados 90 minutos después de la inyección. 
Figura 10. Esquema de la estrategia metodológica para el estudio de la expresión de genes 
relacionados con la incubación de la sensibilidad conductual. 
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5.3 Prueba de Campo abierto 
Esta prueba conductual se llevó a cabo exponiendo al animal a un espacio abierto cuadrado, 
cerrado por paredes de color negro con las siguientes dimensiones: 55 cm × 55 cm × 40 cm 
(Rojas-Carvajal, et al 2018). Los animales se colocaron individualmente en el centro del CA 
y su conducta se observó por 15 o 45 minutos según correspondiera, al cabo de los cuales el 
animal fue devuelto a su jaula en el bioterio. Cada sesión se grabó con una cámara (IVD Pixel 
Plus mini domo IR). Se midió automáticamente la distancia total recorrida mediante el 
programa computarizado Any-maze 4.3 (Stoelting, USA) iniciando en el momento en que se 
coloco el animal en el área central de la arena. Los experimentos se realizaron en un cuarto 
con paredes negras iluminado con luz roja tenue (10 luxes) en una franja horaria entre las 
7:00am y las 12:00md. El CA se limpió entre cada sesión con etanol al 70%, para eliminar 
trazas de olor que pudieran afectar la conducta del siguiente animal.  
 
5.4 Extracción de ARN y transcripción reversa 
Las ratas fueron eutanasiadas mediante decapitación en el laboratorio del CIN. Se utilizó este 
método debido a que se considera de sufrimiento corto, además de que evita alteraciones de 
la neuroquímica cerebral relacionadas con otros procedimientos. Los cerebros fueron 
removidos inmediatamente y lavados en solución salina.  Se extrajeron mediante disección 
tres regiones de ambos hemisferios: el NAc, el Hip y el Ed. El tejido se procesó mediante el 
método de TRIzol, para lo cual cada muestra se colocó en un tubo con 300 µl de TRIzol 
(Invitrogen, USA), y se homogenizó con un sonificador durante 30 segundos. Las muestras 
se congelaron de manera inmediata a -70° C hasta su posterior transporte a los laboratorios 
del INISA, donde se llevaron a cabo los análisis moleculares. 
La extracción de ARNm se llevó a cabo según las especificaciones para el método TRIzol. 
Luego de descongelar el homogenizado, se agregaron 0.2 ml de cloroformo y, tras agitar 
vigorosamente, se incubó a 25° C por 3 minutos. Las muestras se centrifugaron a 12 000/g 
por 15 minutos a una temperatura de 4° C. Tras la centrifugación se separaron dos fases: la 
de fenol-cloroformo, de color rojo, que contiene el ADN y proteínas, y por lo tanto se 
desechó, y la fase acuosa, que fue trasvasada a un nuevo tubo y tratada con una serie de 
lavados y centrifugaciones con alcohol isopropil y etanol absoluto hasta obtener el 
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precipitado de ARN el cual se disolvió en agua libre de ARNasas. El ARN se cuantificó en 
un nanodrop (Thermo Scientific, USA). Para confirmar la integridad del producto 1 µl del 
ARN extraído se analizó en un gel de agarosa al 2% (m/v). Posteriormente se utilizaron 500 
ηg para la transcripción reversa. La transcripción reversa se llevó a cabo mediante el 
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, USA) según las especificaciones de 
la casa comercial, adaptado para trabajar con un volumen final de 10 µl. De esta forma, el 
producto se mezcló con 2 µl del buffer de reacción, 0.5 µl del primer oligo (dT)18, 1 mM de 
dNTPs, 0,5 µl del inhibidor de ARNasa y 0.5 µl de la transcriptasa reversa. Las reacciones 
se incubaron a 42° C por 60 min, seguido de 5 min a 70° C. Los productos (ADNc) fueron 
diluidos 1:15 y se almacenaron a -20° C hasta su posterior análisis. 
5.5 PCR en tiempo real 
La cuantificación de ADNc para los genes BDNF, TrkB, CREB, p250GAP, Cfl1 y Arp2, se 
llevó a cabo mediante PCR en Tiempo Real utilizando SybrGreen (Fermentas, USA) para la 
amplificación. Los imprimadores para BDNF, TrkB y CREB fueron tomados de artículos 
publicados (Liu et al., 2010; Rage et al., 2007; Santos & Duarte, 2008), mientras que para 
p250GAP, Cfl1 y Arp2 se diseñaron mediante el programa Primer 3 y se evaluaron mediante 
las herramientas en línea PrimerDesign y OligoAnalyzer (Tabla 1). Se utilizó un 
termociclador Rotor-Gene Q (QIAgen, Alemania) para correr las reacciones de PCR. La 
amplificación de PCR en Tiempo real se realizó con 5 µl de 2x QuantiTect SYBR Green 
PCR Master Mix, 75-300 ηM de primer (75 ηM para HPRT1, CREB y p250GAP; 150 ηM 
de BDNF; 200 ηM para Cfl1 y Arp2 y 300 ηM para TrkB) y 4 µl de ADNc, para un volumen 
final de 10 µl. El protocolo utilizado para la amplificación dependió del gen a evaluar, se 
detallan las temperaturas de annealing en la Tabla 1. La fluorescencia fue medida y los 
valores de Ct calculados mediante el programa Rotor-Gene Q Series. Se utilizó el método de 
la cuantificación comparativa para los análisis, usando la hipoxantina fosforribosiltransferasa 
1 (HPRT1) como gen de referencia. Las muestras se analizaron por duplicado y cada corrida 
incluyó un control negativo, para excluir la posibilidad de contaminación con ADN 
genómico. 
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Tabla 1. Secuencias de los primers y temperaturas de annealing para las reacciones de amplificación 
por PCR en tiempo real. 
 
Gen Secuencia primer Temperatura annealing (°C) 
BDNF 5′-CAAGGCAACTTGGCCTACCC-3′ 
5′-GAGCATCACCCGGGAAGTGT-3′ 
64 
TrkB 5′-GATCTTCACCTACGGCAAGC-3′ 
5′-TCGCCAAGTTCTGAAGGAGT-3′ 
58 
p250GAP 5’-ATGGATTTCAGGTGGGACTCTTC-3’ 
5’-GCTTTGTTGGGCGAGACTTCAT-3’ 
63 
Cfl-1 5’-CTGGAGGAGGGCAAGGAGATT-3’ 
5’-TCATAGAGAGCATAGCGGCAGTC-3’ 
64 
CREB 5'-ACAGTTCAAGCCCAGCCACAG-3' 
5'-GCACTAAGGTTACAGTGGGAGCAGA-3' 
64 
HPRT1 5′-CCTTGACTATAATGAGCACTTC-3′ 
5′-GCCACATCAACAGGACTC-3′ 
58 
 
5.6 Análisis de los datos 
Inicialmente se comprobó los supuestos de normalidad, homocedasticidad y esfericidad de 
las muestras, en caso de incumplimiento del supuesto de esfericidad se hizo la corrección de 
Mauchly. Los datos se presentan como promedios  el error estándar de la media. Las 
variables conductuales se compararon entre grupos y a través de los días mediante análisis 
de varianza (ANOVA) mixtos con Tratamientos como factor entre sujetos (salina vrs. 
anfetamina) y minutos (15 o 45) y días (1-3-5-6-8-10-12) como factores intra sujetos. La 
expresión génica fue analizada usando el método bootstrapping con un número de 1000 
muestras simuladas y con un intervalo de confianza del 95%. Las diferencias entre grupos se 
analizaron siguiendo los contrastes planeados acordes a las hipótesis propuestas a partir de 
una inspección visual previa. Los contrastes planeados se limitaron a un número restringido 
de comparaciones siendo k-1 (donde k es el número de grupos) para un total de tres 
comparaciones posibles. Se determinó un “efecto post” cuando las diferencias en la expresión 
génica se observaron en los grupos de animales que recibieron ANF en el día 42 
independientemente de la experiencia previa (SAL-ANF y ANF-ANF). Caso contrario, se 
determinó como un “efecto pre” cuando las diferencias en la expresión génica se observaron 
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en los grupos de animales que recibieron ANF como tratamiento previo independientemente 
de la sustancia administrada en el día 42 (grupos ANF-SAL y ANF-ANF). Finalmente, se 
determino el efecto principal de ANF que correspondió a la diferencia entre SAL-SAL y 
todos los demás grupos experimentales. Se realizaron análisis de correlación de Pearson para 
identificar las posibles asociaciones entre las variables conductuales y neuroquímicas 
tomando en consideración las correlaciones que aportaban información sobre las diferencias 
significativas observadas en la expresión génica. Se consideraron valores estadísticamente 
significativos cuando la p  0,05. Se comparó la magnitud del efecto de los tratamientos 
sobre la conducta mediante los coeficientes ETA parcial cuadrado (𝜂𝑝
2).  
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6 Resultados 
 
6.1 Actividad locomotora 
 
6.1.1 Actividad anticipatoria condicionada 
Fase de sensibilización conductual 
La actividad locomotora previo a la administración del tratamiento disminuye 
significativamente a lo largo de los 15 minutos de duración de la prueba indistintamente de 
los días y del tratamiento (Minutos: F(10.702,2846.716)= 507.138, P= 0.0001, ηp2= 0.66) 
(Fig.10A). El decaimiento progresivo en la actividad locomotora en los 15 minutos del campo 
abierto se mantiene a lo largo de los días (Minutos x Días: F(64.212,2846.716)= 1.656, P= 0.001, 
ηp2= 0.04) (datos no mostrados). Un análisis detallado muestra que en los animales tratados 
con salina la actividad locomotora es menor por minutos y por días que en los que recibieron 
anfetamina (Días x Tratamiento: F(6,266)= 2.254, P= 0.039, ηp2= 0.05). En los animales que 
recibieron anfetamina la locomoción se mantiene relativamente estable entre el día 1 y el día 
10, sin embargo, muestra un aumento en el día 12 en el cual los animales recibieron la séptima 
administración de anfetamina (Fig. 10B). De esta forma, la actividad total en la fase de 
sensibilidad es significativamente mayor en los animales que recibieron anfetamina 
(Tratamiento: F(1,266)= 16.309, P= 0.0001, ηp2= 0.06) (Fig.10C).  
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Figura 10. Actividad locomotora anticipatoria condicionada. (A) Promedio de la distancia total por minuto 
observada durante las 7 mediciones realizadas en la fase de sensibilización conductual en la prueba de campo 
abierto antes de  a recibir el tratamiento (B) Promedio de la distancia total recorrida cada día según el grupo 
experimental durante los 15 minutos previos a recibir el tratamiento a lo largo de los 12 días de la fase de 
sensibilidad conductual (C) Promedio de la distancia total recorrida en la fase de sensibilización conductual 
durante los 15 minutos previos a recibir el tratamiento. * P<0.05 
 
Expresión de la incubación de la sensibilidad conductual 
Posterior al periodo de incubación correspondiente a 30 días, los animales fueron expuestos 
nuevamente a un campo abierto de 15 minutos, previo a la administración de la última 
inyección (día 42 tras la primera administración de la droga). Como se observa en la figura 
11A, la actividad locomotora previo a la administración de la sustancia disminuye 
significativamente a lo largo de los 15 minutos de la prueba de campo abierto indistintamente 
de los días y del tratamiento (Minutos: F(9.515,723.165)= 131.166, P= 0.001, ηp2= 0.63), 
observándose el mismo comportamiento que en la fase de desarrollo de la sensibilidad. Esta 
disminución progresiva en la actividad locomotora es aún mayor en el día 42 si se le compara 
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con la ocurrida en el día 12 en los animales sometidos a ambos tratamientos (Minutos x Días: 
F(9.515,723.165)= 5.672, P= 0.001, ηp2= 0.07) (datos no mostrados). Respecto al nivel total de la 
actividad locomotora observada en el día 42, esta continuó siendo significativamente mayor 
en los animales que recibieron anfetamina (Tratamiento: F(1,38)= 72.897, P= 0.0001, ηp2= 
0.66) al igual que en el día 12 (Tratamiento: F(1,266)= 16.309, P= 0.0001, ηp2= 0.06) (Fig. 
11B). Cuando se comparó el total de la actividad locomotora entre el día 12 y 42, no se 
observaron diferencias en ninguno de los dos grupos (Fig. 11B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Actividad locomotora anticipatoria condicionada tras un periodo de incubación de 30 días. (A) 
Promedio de la distancia total por minuto en la prueba de campo abierto realizada antes de recibir el 
tratamiento.  (B) Promedio de la distancia total recorrida durante el día 12 y el día 42. ** P<0.001 
 
6.1.2 Actividad locomotora inducida por la anfetamina 
Fase de la sensibilización conductual 
En la figura 12A se muestra cómo durante los 45 minutos de la prueba de campo abierto, las 
ratas expuestas a inyecciones repetidas de anfetamina muestran un aumento lineal de la 
locomoción hasta el minuto 25, donde se alcanza una fase de meseta hasta el minuto 43 
aproximadamente (se utiliza el promedio por minuto de las 7 mediciones realizadas a lo largo 
de 12 días). Por su lado, en los animales expuestos a salina no se mostraron cambios en la 
distancia total recorrida por minuto (Minutos x Tratamiento: F(8.847, 2353.260)= 69.598, P= 
0.001, ηp2= 0.27) (Fig.12A). La locomoción fue significativamente mayor en las ratas que 
recibieron anfetamina en comparación con los que recibieron inyecciones de solución salina 
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a lo largo de los días (Días x Tratamiento: F(6, 266)= 3.544, P= 0.002, ηp2= 0.07) (Fig. 12B). 
Además, la actividad locomotora total de los animales expuestos a anfetamina muestra un 
aumento progresivo alcanzando una fase de meseta en el día ocho. Sin embargo, es a partir 
del día 6 que hay una diferencia significativa con respecto a la del día 1 (LSD, < 0.05) (Fig. 
12B). Por último, la distancia recorrida total promedio (i.e., el promedio de la distancia 
recorrida durante las siete administraciones) fue mayor en los animales que recibieron 
anfetamina que en los que recibieron salina (Tratamiento: F(1,266)= 577.509, P= 0.0001, 
ηp2=0.69) (Fig.12C).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Actividad locomotora inducida por la anfetamina medida en pruebas de campo abierto de 45 
minutos durante la fase de desarrollo de la sensibilidad conductual. (A) Distancia total por minuto promediada 
para las siete sesiones (B) Promedio de la distancia total recorrida observada en cada uno de los días de 
exposición (C) Promedio de la Distancia total recorrida durante toda la fase de desarrollo de la sensibilización 
conductual. ** P<0.001. 
 
Expresión de la incubación de la sensibilidad conductual 
Posterior a los 30 días correspondientes al periodo de incubación se realizó una nueva 
clasificación de los animales en cuatro grupos diferentes: SAL-SAL, SAL-ANF, ANF-SAL, 
ANF-ANF. Igual que en el día 12, los sujetos fueron expuestos al campo abierto por 45 
5 10 15 20 25 30 35 40 45
0
1
2
3
4
5
Minutos
D
is
ta
n
c
ia
 t
o
ta
l 
(m
)
SAL
ANF
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0
1
2
3
4
Días
ANF
SAL
D
is
ta
n
c
ia
 t
o
ta
l 
(m
)
SAL ANF
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
Tratamiento
D
is
ta
n
c
ia
 t
o
ta
l 
(m
)
(A
) 
(B
) 
(C) 
** 
 
 
37 
minutos posterior a la inyección. Al realizar un análisis detallado se observó un efecto de la 
administración aguda de la anfetamina (Tratamiento: F (3, 36)= 12.383, P= 0.0001, ηp2= 0.51), 
lo que se refleja como una mayor actividad locomotora en los grupos SAL-ANF y ANF-ANF 
en comparación a SAL-SAL y ANF-SAL (Fig. 13A). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Promedio de la distancia total recorrida inducida por la anfetamina en una prueba de campo abierto 
de 45 minutos en el día 42 según de tratamiento recibido tras un periodo de incubación de 30 días. * P<0.001. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* 
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6.2 Expresión génica 
 
6.2.1 Hipocampo:  
Los niveles BDNF y p250GAP no se vieron afectados por el tratamiento con anfetamina 
(datos no mostrados). Se observó un efecto post en la expresión del receptor TrkB, 
disminuyendo los niveles del ARNm (t(38)=-2.181, P=0.019) (Fig.14A). Los niveles de 
ARNm del factor de transcripción CREB disminuyeron en todos los animales como un efecto 
principal de la exposición a la anfetamina (t(36)=-2.423, P=0.011) (Fig. 14A). Los sujetos del 
grupo ANF-ANF tuvieron una menor expresión de CREB en comparación a los sujetos del 
grupo control (SAL-SAL) (t(36)=-2.600, P=0.011). Se evidenció que la exposición aguda de 
la droga incrementa los niveles de Cfl1 y Arp2 como un efecto post (Cfl1: t(38)= -1.888, P= 
0.041; Arp2: t(38)=-2.035, P=0.034) (Fig. 14B y 14C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Expresión de (A) CREB, (B) Cfl1 y (C) Arp2 en hipocampo tras una exposición adicional a 
anfetamina luego de un periodo de incubación de 1 mes. *Efecto principal P<0.05, # Efecto post P< 0.05, + 
SAL-SAL vs. ANF-ANF P<0.05. 
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6.2.2 Núcleo accumbens: 
Se observa un efecto pre en la expresión de TrkB, ya que la exposición subcrónica a 
anfetamina aumenta la expresión de este receptor (t(38)= 2.181, P=0.018) (Figura 15A). De 
igual forma, la exposición a anfetamina previa al periodo de incubación también aumenta los 
niveles de BDNF en esta área cerebral. Esto se ve reflejado en las comparaciones realizadas 
entre grupos donde se observa un efecto principal de la exposición a ANF (t(36)= -2.815, 
P=0.002), además el grupo SAL-ANF difiere de los grupos ANF-SAL y ANF-ANF (t(36)= -
2.817, P=0.005) (Fig. 15B). Por su parte, no hay un cambio en la expresión de CREB, 
p250GAP ni tampoco de Cfl1 (datos no mostrados). Con respecto a la expresión de Arp2, se 
observó una disminución general por el tratamiento con anfetamina independiente de la 
clasificación final (t(36)= -1.908, P= 0.03) (Fig. 15C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Expresión de (A) TrkB, (B) BDNF y (B) Arp2 en núcleo accumbens tras una exposición adicional 
a anfetamina luego de un periodo de incubación de 1 mes. *Efecto principal, **Efecto pre. 
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6.2.3 Estriado dorsal: 
La exposición a anfetamina no alteró la expresión de BDNF ni de su receptor en el estriado 
dorsal (datos no mostrados). La expresión de CREB, p250GAP y Arp2 disminuyó como un 
efecto principal a la exposición a ANF (CREB: t(36)= -2.594, P=0.013, p250GAP: t(36)= -
2.943, P=0.007, Arp2: t(36)= -2.884, P=0.011) (Fig.16). Al realizar comparaciones entre 
grupos se observó que la expresión de CREB y p250GAP fue menor en los animales del 
grupo ANF-ANF en comparación a los animales del grupo SAL-SAL (CREB: t(38)= 2.574, 
P=0.008, p250GAP: t(36)= -2.750, P=0.013)4(Fig. 16A y B). Los niveles de Cfl1 no 
cambiaron en esta área cerebral (datos no mostrados). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Expresión de (A) CREB, (B) p250GAP y (C) Arp2 según el grupo experimental post periodo de 
incubación. *Efecto principal P<0.05, + SAL-SAL vs. ANF-ANF P<0.05. 
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En la Tabla 2 se resume los resultados obtenidos sobre los cambios en la expresión génica de 
los genes de interés. Estos se muestran según el área cerebral analizada.  
 
Tabla 2. Variaciones en la expresión génica de los genes de interés según el área cerebral analizada.  
 
Gen 
Hipocampo Núcleo accumbens Estriado dorsal 
Efecto 
principal 
Efecto 
pre 
Efecto 
post 
Efecto 
principal 
Efecto 
pre 
Efecto 
post 
Efecto 
principal 
Efecto 
pre 
Efecto 
post 
TrkB 
- 
 
-  -  - - - - 
BDNF - - - 
- 
 
 - - - - 
CREB 
 
 
- - - - -  - - 
p250GAP - - - 
- 
 
- -  - - 
Arp2 
- 
 
-   - -  - - 
Cfl1 
- 
 
-  - - - - - - 
     , aumenta la expresión del gen;    , disminuye la expresión del gen 
      
6.3 Correlaciones  
 
6.3.1 Correlaciones entre la expresión de los genes en estudio 
Se exploraron las posibles correlaciones entre los genes que sí difirieron significativamente 
entre grupos con aquellos que no mostraron diferencias. En la tabla 3 se muestra que en el 
Hip de los animales expuestos de manera aguda a la anfetamina la expresión de Cfl1 
correlacionó positivamente con la expresión de Arp2 (SAL-ANF: r= 0.589, P=0.037; ANF-
ANF: r= 0.614, P=0.029). En los animales tratados con una única dosis de anfetamina (SAL-
ANF) la expresión de Cfl1 en esa misma región correlacionó positivamente con la expresión 
de p250GAP (r= 0.602, P=0.033). En los animales tratados con anfetamina a lo largo de todo 
el experimento (ANF-ANF) se observó una correlación positiva entre CREB y TrkB 
hipocampal (r= 0.659, P= 0.019). En el NAc en el grupo ANF-SAL los niveles de TrkB 
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correlacionaron positivamente con los de Cfl1 (r=0.766, P=0.005) (Tabla 2). En el Ed, la 
expresión de Arp2 correlacionó positivamente con la expresión de CREB (r= 0.840, P= 
0.001) y p250GAP de los animales del grupo ANF-ANF (r= 0.895, P= 0.0001) (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Correlaciones entre la expresión de los genes en estudio según el área cerebral y 
tratamiento.  
Hipocampo 
   
Grupos r P 
Cfl1-Arp2 
SAL-ANF 0.589 0.037 
ANF-ANF 0.614 0.029 
Cfl1-p250GAP SAL-ANF 0.602 0.033 
CREB-BDNF ANF-ANF 0.773 0.004 
CREB-TrkB ANF-ANF 0.659 0.019 
Núcleo accumbens    
 Grupos r P 
TrkB-Cfl1 ANF-ANF 0.766 0.005 
Estriado dorsal    
 Grupos r P 
CREB-Arp2 ANF-ANF 0.840 0.001 
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p250GAP-Arp2 ANF-ANF 0.895 0.0001 
 
6.3.2 Correlaciones entre la conducta de los animales y la expresión génica 
por área cerebral 
Se evaluaron las correlaciones entre la locomoción y la expresión de los genes según la región 
cerebral. La actividad locomotora inducida por el tratamiento en el día 12 correlacionó de 
manera positiva con la expresión de BDNF en el NAc (r=0.381, P=0.049). La actividad 
locomotora inducida por el tratamiento en el día 42, muestra una correlación negativa con la 
expresión de todos los genes evaluados en estriado dorsal en los animales que recibieron un 
tratamiento subcrónico con anfetamina sin una re exposición a la droga (ANF-SAL) (BDNF: 
r= -0.624, P= 0.027; TrkB: r= -0.902, P=0.0001; CREB: r=-0.864, P=0.001; p250GAP: 
r=-0.803, P=0.003; Cfl1: r=-0.782, P= 0.004; Arp2: r=-0.712, P=0.010). 
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7 Discusión  
En los últimos años, se han realizado esfuerzos de investigación para comprender el 
desarrollo de la dependencia a sustancias de abuso. Hasta ahora, se sabe que este proceso 
consta de distintas etapas que van desde un uso esporádico y recreacional a un uso 
intensificado, sostenido y escalonado, hasta una pérdida del control del consumo (Piazza & 
Deroche-Gamonet, 2013). Estas etapas son consecutivas pero independientes entre sí en 
cierta medida, es decir, desarrollar una de ellas es necesario, pero no suficiente para progresar 
a la siguiente y son dependientes de factores de vulnerabilidad propios de los individuos, tipo 
de drogas y frecuencia de exposición (Piazza & Deroche-Gamonet, 2013). Además, el 
consumo induce cambios en diversos circuitos cerebrales, lo que podría explicar el avance 
paulatino entre una etapa y la siguiente (Ferrario et al., 2005a; Roberts & Koob, 1997). Con 
el fin de aportar información a este panorama, esta investigación tuvo como objetivo estudiar 
la respuesta conductual a la anfetamina, así como los cambios en la expresión de algunos 
genes involucrados con la plasticidad neuronal como TrkB, BDNF, CREB, p250GAP, Cfl1 
y Arp2 en el Hip, el NAc y el Ed de ratas Wistar, posterior al desarrollo y la incubación de 
la sensibilidad conductual por exposición subcrónica a la droga. Se entiende como 
sensibilización conductual el aumento en la magnitud de los efectos farmacológicos de la 
droga ante administraciones repetidas (Phillips et al., 2011; Roberts et al., 2007) y como 
incubación de la sensibilización, una respuesta a la sustancia de abuso igual o mayor a la 
observada previo a un periodo de retirada (Steketee & Kalivas, 2011). 
 
Con este objetivo se buscó indagar sobre los genes relacionados con los procesos subyacentes 
al paso de un uso controlado a un uso compulsivo del psicoestimulante anfetamina, utilizando 
el modelo de incubación de la sensibilización conductual, con un reto farmacológico 
realizado tras un periodo de 30 días de restricción al psicoestimulante . Los genes estudiados 
participan en diferentes procesos relacionados con la plasticidad neuronal inducida por las 
drogas y otros estímulos, incluidos cambios estructurales que involucran la remodelación del 
citoesqueleto. Hasta donde sabemos, el reclutamiento de algunos de estos genes (i.e., 
p250GAP, Cfl1 y Arp2) en el desarrollo e incubación de la sensibilización conductual a 
anfetamina no ha sido estudiado hasta el momento. Además, se buscó establecer asociaciones 
entre los cambios en la expresión génica y cambios en la locomoción en el campo abierto 
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antes y después de exponer los animales al fármaco. La evaluación de la actividad locomotora 
antes de la exposición a la anfetamina en cada sesión permitió estudiar la respuesta 
anticipatoria condicionada al contexto donde los animales recibieron el fármaco, mientras 
que la evaluación de la conducta durante los 45 minutos posteriores a la inyección permitió 
analizar el efecto farmacológico del psicoestimulante. El cambio en la actividad locomotora 
de los animales es considerado un indicador indirecto de los procesos cerebrales que podrían 
desarrollarse en respuesta al protocolo de administración de anfetamina (Robinson & Kolb, 
2004) y su evaluación se considera el estándar de oro en modelos de sensibilización 
conductual (Roberts et al., 2007). 
 
Actividad locomotora anticipatoria condicionada  
Durante la etapa de desarrollo de la sensibilidad conductual, todos los animales mostraron 
una reducción de la actividad locomotora a lo largo de las sesiones de 15 minutos de campo 
abierto previas a recibir el tratamiento (Fig.10 A). Los animales responden a un nuevo 
contexto (e.g., la caja de campo abierto) con conductas exploratorias dirigidas a la evaluación 
de riesgo como la locomoción, pero conforme pasan los minutos y la incertidumbre 
disminuye, también se reduce la locomoción, en un fenómeno conocido como habituación 
(Brenes et al., 2009) concepto que refiere a la reducción progresiva de una respuesta 
conductual como consecuencia de una exposición prolongada o repetida a un estímulo 
(Groves & Thompson, 1970; Poon & Young, 2006) , en este caso la arena del campo abierto. 
Sin embargo, al analizar por separado la actividad locomotora total a lo largo de los días de 
exposición al tratamiento, los animales que recibieron ANF mantuvieron una actividad 
estable que aumentó significativamente en el día 12, siendo siempre mayor que la actividad 
locomotora de los animales control (Fig.10 B). Estos resultados sugieren que los animales 
que se exponen repetidamente a la ANF desarrollan una sensibilización condicionada 
anticipatoria al contexto donde reciben el psicoestimulante. La sensibilización de la actividad 
locomotora anticipatoria condicionada en respuesta al contexto ocurre a partir de la 
generación de procesos de aprendizaje asociativo (Anagnostaras et al., 2002). En este caso, 
el proceso de aprendizaje asociativo es de tipo Pavloviano, donde el campo abierto cumple 
una función de estímulo neutro que se condiciona por el estímulo incondicionado -i.e., los 
efectos recompensantes de la inyección del psicoestimulante experimentados en la arena-. El 
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emparejamiento repetido entre los efectos de la anfetamina y las claves contextuales del 
campo abierto, inducen la respuesta condicionada que se expresa como una actividad 
locomotora aumentada durante los 15 minutos previos a la exposición al tratamiento; 
mientras que como respuesta incondicionada se reconoce la actividad locomotora en los 45 
minutos posteriores a la inyección (Fig. 17).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura.17. Componentes del proceso de aprendizaje asociativo identificados en el protocolo experimental. En 
el día 1 de administración del psicoestimulante la exposición previa a un campo abierto de 15 minutos 
representa el estímulo neutro, mientras que los efectos recompensantes del fármaco en los 45 minutos 
posterior a la inyección representan el estímulo incondicionado. Posterior al día 2 la subsecuente exposición 
repetida y simultánea del estímulo neutro y el incondicionado a través de los días (después del 
condicionamiento) desencadenan una respuesta condicionada en los 15 minutos previos a la exposición al 
fármaco y una respuesta incondicionada por el efecto recompensante de la anfetamina. 
 
Como se mencionó antes, uno de los principales efectos farmacológicos de la exposición 
repetida a la anfetamina es la liberación aumentada de DA en el sistema mesocorticolímbico, 
principalmente en áreas estriatales a partir de terminaciones dopaminérgicas provenientes del 
ATV (Badiani et al., 2011; Phillips et al., 2008; Utrilla, 2000). Este aumento en la liberación 
de DA no se da solamente en respuesta a la exposición a la droga, sino también en respuesta 
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a claves que han sido asociadas al efecto recompensante experimentado (Berridge & 
Robinson, 1998; Ostlund et al., 2014; Wyvell & Berridge, 2001), lo que se conoce como 
sensibilización dependiente del contexto (Steketee & Kalivas, 2011). Al exponer a los 
animales de manera simultánea y repetida a la inyección de anfetamina en la caja del campo 
abierto, se experimenta el aumento en los niveles de DA en un mismo contexto (Zweifel et 
al., 2009) y con el tiempo lleva al disparo de las neuronas dopaminérgicas antes de la 
administración como una respuesta anticipada a la exposición, activada por las claves 
contextuales condicionadas (Day et al., 2007; Langdon et al., 2018). Además, esta respuesta 
se potencia cuando el NAc recibe información a través de sinapsis glutamatérgicas desde 
áreas como la amígdala, el hipocampo y la corteza prefrontal (Carmack et al., 2017; Volkow 
& Morales, 2015), por tanto es un proceso dependiente tanto del aumento en la actividad 
dopaminérgica, como también de la retroalimentación glutamatérgica de áreas límbicas, pues 
se sabe que la liberación conjunta de estos neurotransmisores fortalece procesos de 
plasticidad que podrían explicar, en este caso, el aprendizaje asociativo (Cepeda & Levine, 
1998; Day et al., 2007).  
 
Por otra parte, al evaluar la actividad anticipatoria condicionada posterior al periodo de 
retirada de la droga (día 42), se observó que los animales con un historial de ANF todavía 
mostraron una actividad locomotora mayor que los animales que recibieron salina antes del 
periodo de incubación (Fig,11B), lo que sugiere que este condicionamiento (y los procesos 
relacionados) se mantienen en el tiempo y por tanto se puede concluir que la sensibilización 
de la actividad anticipatoria se mantiene a largo plazo. En ese sentido, algunos reportes 
indican que estos efectos pueden mantenerse entre 20 y 60 días (Crombag & Shaham, 2002; 
Grimm et al., 2001). Se ha establecido que las asociaciones contextuales desarrolladas entre 
los efectos de las drogas y el medio ambiente pueden inducir cambios críticos de larga 
duración en los circuitos mesocorticolímbicos que controlan la memoria, la motivación y las 
emociones (Engelke et al., 2017). 
 
A pesar de que en nuestros resultados se evidencia el desarrollo y manteniemiento de la 
sensibilización de la actividad anticipatoria condicionada, resulta pertinente resaltar algunas 
diferencias observadas en nuestro protocolo y resultados con respecto a la literatura. Por 
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ejemplo, a pesar de que la actividad locomotora anticipatoria condicionada a lo largo de los 
días de evaluación fue mayor en los animales que recibieron ANF, es hasta el día 12 en el 
cual se observa un aumento significativo de la locomoción en este grupo de animales en 
comparación a las sesiones entre el día 1 y el día 11. Tomando en consideración el concepto 
antes mencionado de sensibilización, es prudente recomendar el aumento de los días de 
exposición al fármaco y de esta forma evaluar si a mayor número de exposiciones así también 
aumentaría de manera progresiva la locomoción, lo que evidenciaría la sensibilización de la 
actividad anticipatoria condicionada de manera más robusta. Por otra parte, observamos 
también una diferencia en la adquisición del condicionamiento. Por ejemplo, Rademacher et 
al. (2006) realizaron el emparejamiento de un mismo contexto con tres inyecciones repetidas 
de anfetamina (1mg/Kg i.p) en un periodo de cinco días, el cual fue suficiente para observar 
un aumento significativo en la locomoción de los animales al comparar el día 1 con el último 
día de exposición, a pesar de realizar menor número de exposiciones al contexto y a la droga, 
así como del uso de una dosis menor del psicoestimulante. En otro estudio se utilizó una 
dosis de 4mg/Kg i.p de cocaína y solo se requirieron dos exposiciones al pscioestimulante 
para que se desarrollara el condicionamiento al contexto y se mantuviera por 28 días (Brabant 
et al., 2005), mientras que en nuestro caso se utilizaron siete inyecciones. Estos estudios 
utilizaron el modelo de condicionamiento de preferencia de lugar (CPL), el cual ha sido el 
modelo clásico de estudio de los procesos de aprendizaje asociativo, ya que permite que 
claves contextuales sean asociadas con las propiedades recompensantes de las drogas y a su 
vez, explica cómo estas claves adquieren la capacidad de evocar y potenciar la búsqueda y el 
consumo de las sustancias de abuso (Gardner, 2005). Comúnmente en los protocolos de CPL, 
los animales se exponen al contexto que se busca emparejar e inmediatamente reciben el 
tratamiento, seguido de exposiciones a un contexto que no se empareja con la droga en 
estudio (Tzschentke, 2007) de tal forma que los efectos recompensantes de la sustancia se 
experimentan únicamente y en su totalidad en el contexto emparejado, favoreciendo los 
mecanismos de aprendizaje asociativo. El modelo animal de desarrollo e incubación de la 
sensibilización conductual utilizado en este estudio puede ser considerado una combinación 
de características del CPL. Involucra un protocolo de administración no contingente 
(administraciones por parte del experimentador) en un mismo contexto, sin embargo, a 
diferencia del modelo de condicionamiento de lugar, los animales son expuestos en la misma 
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sesión a 15 minutos al campo abierto antes de recibir la dosis del psicoestimulante. La 
exposición de los animales 15 minutos antes al contexto donde reciben la inyección pudo 
haber causado una diferencia en la adquisición de la asociación de los efectos recompensantes 
de la droga con la caja del campo abierto, tomando en consideración que es hasta 
aproximadamente de 20 a 25 minutos después que los animales experimentan los efectos 
farmacológicos de la anfetamina al recibir la inyección (Melega et al., 1995) (Fig. 18). Por 
tanto, se recomienda que en el planteamiento de futuras investigaciones se utilice un 
protocolo que evidencie de una manera más robusta la adquisición de la sensibilización e 
incubación de la actividad anticipatoria condicionada en respuesta a la ANF, al utilizar un 
mayor número de dosis e integrando protocolos que clásicamente se han utilizado en el 
estudio del condicionamiento. Al ser procesos que participan en el paso del uso controlado 
al uso compulsivo de los psicoestimulantes (Berridge & Robinson, 2016) su estudio y 
explicación toman gran relevancia en la descripción de la neurobiología de este proceso. De 
hecho, los mecanismos de aprendizaje asociativo que explican el condicionamiento pueden 
potenciar el desarrollo y mantenimiento de la sensibilización de la actividad locomotora ante 
la exposición al fármaco (Anagnostaras et al., 2002; Mattson et al., 2008; Wang & Hsiao, 
2003) la cual se explicará más adelante. Además, se describe como uno de los principales 
desencadenantes de las recaídas (Crombag et al., 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura.18. Efecto del tiempo de emparejamiento entre el contexto y los efectos recompensantes del fármaco 
sobre la magnitud de la respuesta anticipatoria condicionada de los animales. 25 min de los 60 min de 
exposición al campo abierto no contribuyen al emparejamiento entre el estímulo neutro y el incondicionado. 
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Actividad locomotora inducida por el tratamiento 
En el análisis minuto a minuto de la actividad locomotora inducida por la anfetamina en la 
fase de desarrollo de la sensibilización conductual, se observó un aumento de la locomoción 
de los animales a partir del minuto 5 de la prueba y se mantiene esta tendencia al menos hasta 
el minuto 25, contrario a lo observado en los animales control en donde la actividad 
locomotora se mantiene constante en valores significativamente menores (Fig. 12A). El 
cambio en la locomoción en los animales del grupo experimental concuerda con los efectos 
farmacocinéticos y farmacodinámicos del tratamiento. Según la farmacocinética de la ANF, 
el tiempo que tarda este psicoestimulante en atravesar la barrera hematoencefálica y alcanzar 
sus blancos celulares en el sistema mesocorticolímbico de roedores es de aproximadamente 
5 a 10 minutos (Melega et al., 1995), aumentando rápidamente la concentración de DA en la 
hendidura sináptica del sistema mesocorticolímbico, principalmente en el estriado tanto 
ventral como dorsal (Badiani et al., 2011; Phillips et al., 2008; Utrilla, 2000). Como se 
describió antes, lo anterior es consecuencia de un bloqueo en la recaptura de DA y por un 
aumento en la liberación y disponibilidad del neurotransmisor previamente sintetizado y 
empaquetado en las vesículas de las células presinápticas (Badiani et al., 2011; Fleckenstein 
et al., 2007; Miranda et al., 2011; Phillips et al., 2008; Robledo, 2008; Utrilla, 2000) al actuar 
sobre sus blancos celulares el VMAT2 (Robledo, 2008; Stahl, 2013; Sulzer et al., 1995; 
Zarranz et al., 2011), la MAO (Sulzer et al., 1995) y los DAT (Fleckenstein et al., 2007; 
Kahlig et al., 2005; Sulzer et al., 1995; Teixeira-Gomes et al., 2015). Este incremento alcanza 
su pico máximo a los 9 minutos posteriores a una inyección subcutánea y se mantiene por al 
menos 30 minutos antes de empezar a disminuir, donde las concentraciones del 
neurotransmisor correlacionan positivamente  con la dosis de anfetamina (Cho et al., 1999).  
La hiperfunción dopaminérgica explica el aumento en la actividad locomotora observada 
entre los minutos 5 y 25 aproximadamente. Además de los efectos motores, estas vías 
dopaminérgicas (tanto mesocorticolímbicas como nigroestriatales) también modulan las 
respuestas recompensantes (Di Chiara, 1998; Hyman et al., 2006). Por tanto, la señalización 
dopaminérgica mediada principalmente por los receptores D1 en estas áreas cerebrales, 
permite la traducción del aumento en las concentraciones extracelulares del neurotransmisor 
en una acción conductual aumentada (Kelly et al., 2008; Xu et al., 2000). Se observó también, 
una fase de meseta en la locomoción de los animales del grupo experimental, que se mantuvo 
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desde los 25 min hasta los 43 min aproximadamente, con un decaimiento posterior hasta la 
finalización de la prueba (Fig.12A). Esta meseta puede deberse a dos fenómenos: por un lado, 
los blancos celulares de la anfetamina como el DAT, el VMAT2 o la MAO pueden saturarse, 
de tal forma que la actividad locomotora se mantiene aumentada, pero por el efecto de la 
dopamina liberada remanente en la hendidura sináptica. La segunda posibilidad (no 
excluyente) involucra un agotamiento de la liberación de DA del citoplasma y el reservorio 
vesicular, de tal forma que se deban iniciar procesos de síntesis y transporte de DA en la 
neurona presináptica para que se libere mayor cantidad del neurotransmisor que pueda 
contribuir a que siga aumentando de manera progresiva la actividad locomotora. El proceso 
de síntesis de novo es dependiente de otra maquinaria celular y distintos mecanismos de 
regulación (Elsworth & Roth, 2009), lo que podría estar reflejándose en el mantenimiento de 
la actividad locomotora en la etapa de meseta.  
  
La exposición repetida e intermitente a la anfetamina a lo largo de 12 días indujo una 
sensibilización de la conducta. Los animales del grupo experimental presentaron mayor 
actividad locomotora que fue incrementándose desde el día 1 hasta el día 6, alcanzando una 
fase de meseta entre los días 8 y 12 (Fig.12B). La sensibilización conductual puede ser 
estudiada en dos fases, el desarrollo y la expresión de la sensibilización ( Kalivas et al., 1993). 
Ambas fases involucran cambios en áreas cerebrales que forman parte del sistema 
dopaminérgico mesocorticolímbico, sin embargo, los mecanismos que explican el desarrollo 
son distintos a los que explican la expresión de la sensibilización, así como los blancos 
celulares y moleculares que están involucrados. El desarrollo de la sensibilización se asocia 
con una hiperfunción del ATV. Esta afirmación ha sido respaldada con investigaciones en 
las que se estimulan otras áreas cerebrales del sistema de recompensa con psicooestimulantes, 
pero solo el tratamiento repetido con los fármacos en el ATV permite el desarrollo de la 
sensibilización conductual (Cador et al., 1995; Perugini & Vezina, 1994). La ANF produce 
neuroadaptaciones en esta área cerebral que explican la excitabilidad aumentada de las 
neuronas dopaminérgicas, por ejemplo: el aumento de la actividad de los receptores D1 en 
las aferencias glutamatérgicas y gabaérgicas (Bonci & Williams, 1996; Kalivas & Duffy, 
2002), un aumento en la cantidad de subunidades de los receptores AMPA y NMDA y la 
potenciación de sus vías de señalización (Carlezon & Nestler, 2002; Giorgetti et al., 2001; 
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Vezina & Queen, 2000) y una disminución en la actividad de los autorreceptores D2 (Calipari 
et al., 2014; Tanabe et al., 2004). La actividad aumentada de las neuronas dopaminérgicas 
del ATV, potencia la función del NAc, entre las cuales está aportar la valencia emocional y 
motivacional a una respuesta motora conductual (Yager et al., 2015), siendo un área de 
integración entre la información límbica y el sistema de control motor (Koob & Volkow, 
2010; Pierce & Kalivas, 1997). El aumento progresivo en la locomoción observado a lo largo 
de los días de exposición a la anfetamina, se considera un parámetro indicador de la conducta 
de búsqueda de la droga en los animales (Steketee & Kalivas, 2011). En la figura 19 se 
muestra la vía neuronal que media el desarrollo de la sensibilización conductual (para una 
revisión extensa consultar Steketee & Kalivas, 2011). 
Figura.19. Neurocircuito involucrado en la sensibilización conductual. El estriado es modulado por 
aferencias dopaminérgicas desde el ATV y la sustancia nigra (SNigra). Además, estas áreas cerebrales son 
estimuladas indiretamente a través de la amígdala (Amg). El estriado también recibe aferencias 
glutamatérgicas directamente desde la corteza prefrontal medial (CPFm) así como aferencias indirectas a 
través del tálamo. Finalmente el ATV recibe aferencias moduladoras desde las áreas estriatales, hipocampo, 
CPFm, Amg y tálamo. Adaptado de Koob & Volkow (2010) y Jeffery D. Steketee & Kalivas (2011). 
Respecto a la expresión de la incubación de la sensibilidad, esta se estudió ante la exposición 
de los animales a un reto farmacológico posterior, 30 días después de la última exposición al 
fármaco. Se observó que la actividad locomotora de los animales de los grupos SAL-ANF y 
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ANF-ANF fue mayor en comparación a los animales del grupo SAL-SAL y ANF-SAL, de 
tal forma que parece ser la exposición aguda a la droga en el día 42, la que determina esta 
diferencia (Fig. 13A). En la literatura se ha reportado una incubación de la sensibilización 
conductual ante reexposiciones al fármaco observable 10 días (Valjent et al., 2006), 30 días 
(Paulson & Robinson, 1995) y hasta un año (Paulson et al., 1991) después de la última 
exposición a la droga. En estos estudios se consideró una incubación en la sensibilización 
conductual cuando en el día de reexposición al tratamiento la respuesta conductual se 
mantuvo igual o significativamente mayor a la observada antes del día del reto 
farmacológico. En nuestro diseño experimental esto se hubiera evidenciado al observar que 
en el día 42 los grupos experimentales ANF-SAL y/o ANF-ANF presentaran una locomoción 
igual o aumentada en comparación a la obtenida en el último día de la etapa de desarrollo de 
la sensibilización. Sin embargo, este no fue el caso, considerándose un resultado inesperado. 
Muchos factores como el número de inyecciones, dosis, tiempo de retiro, sexo, edad, genética 
entre otros, pueden influir en el desarrollo y expresión de la sensibilización conductual 
(Steketee & Kalivas, 2011). Por ejemplo Choi et al., (2014), realizaron un experimento 
similar al nuestro, sin embargo en este caso hay una diferencia en la cantidad de exposiciones 
a la droga en la fase de desarrollo de la sensibilización conductual (5 exposiciones), además 
de menos días de retirada (14 días) y observaron el desarrollo y la incubación de la 
sensibilización locomotora con un aumento significativo de la locomoción de los animales 
con un historial de ANF en el día del reto farmacológico. Nordquist et al. (2008) utilizaron 
menores exposiciones a la droga y de forma consecutiva, usando dosis mayores del fármaco 
(2.5mg/Kg), y si observaron una incubación de la sensibilización posterior a 15 días desde la 
última exposición al fármaco. Por otro lado, algunos estudios reconocen diferencias en la 
respuesta de los individuos analizados, Dietz et al. (2009) encontraron que únicamente en 
ratas “altas respondedoras” se desarrolla e incuba la sensibilización y no en todos los sujetos 
expuestos a dosis repetidas de ANF; de igual forma Scholl et al. (2009) encontraron que del 
100% de animales expuestos a un protocolo de dosis repetidas de ANF (2.5mg/Kg) un 62% 
desarrollaron e incubaron la sensibilización conductual mientras que el porcentaje restante 
no. En nuestro caso, se encuentran discrepancias con la literatura en la cantidad de dosis 
utilizadas, el protocolo de administración, así como en el tiempo de retirada el cual se alargó 
hasta 30 días. Aunado a esto, no se tomaron en consideración características de los animales 
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que pudieran clasificarlos entre  altos y bajos respondedores a la ANF. Aún así, en la literatura 
se encuentran muchas diferencias entre metodologías lo que puede llevar a que la magnitud, 
duración e incubación de la sensibilización conductual varíe entre experimentos y así las 
conclusiones que puedan generarse en estos, por lo que estandarizar los protocolos 
dependiendo de los objetivos del estudio es de suma importancia.  
 
Por otra parte, de manera descriptiva se pudo observar que la locomoción de los animales 
que recibieron ANF en el día 1 de tratamiento (2.011 ± 0.099) fue menor a la observada en 
el día 42 para los animales del grupo SAL-ANF (2.581± 0.577). A pesar de que, en ambos 
casos, estos animales habían sido expuestos a una única inyección de ANF al momento de la 
medición que se compara, tenían una diferencia importante y es que los sujetos del grupo 
SAL-ANF habían sido ya evaluados siete veces en el campo abierto. De esta forma, se 
esperaba observar un proceso de habituación al campo abierto ya que, como se mencionó 
anteriormente, la habituación puede darse ante exposición prolongada de los sujetos a un 
mismo contexto o ante exposiciones repetidas a este (Groves & Thompson, 1970; Poon & 
Young, 2006) lo que indicaría que estos animales no deberían presentar una locomoción 
mayor en respuesta al fármaco que los animales del grupo ANF en el día 1 de 
experimentación. Por tanto, nos parece importante tomar en consideración que este resultado 
pudo haber estado mediado por la codificación de las inyecciones repetidas de salina como 
un evento estresante. Existe evidencia de que el desarrollo y expresión de la sensibilización 
conductual en respuesta a psicoestimulantes puede estar facilitada por eventos estresantes, 
fenómeno conocido como sensibilización cruzada (Burke & Miczek, 2014). Esto se ha 
evidenciado al observar que animales expuestos a protocolos de estrés desarrollan una 
sensibilización locomotora en respuesta a un reto farmacológico (Cruz et al., 2012; Haile et 
al., 2001; Nikulina et al., 2004; Wang et al., 2013). El factor liberador de corticotropina (CRF 
por sus siglas en inglés) es la hormona que regula la respuesta autónoma, neuroendocrina y 
conductual al estrés (Briand & Blendy, 2010) y al mismo tiempo, se asocia con la respuesta 
a la administración de drogas psicoestimulantes (Goeders & Guerin, 1996; Swerdlow et al., 
1993). Su actividad se extiende a áreas cerebrales como la CP, el NAc, el Hip, la Amg y el 
ATV (Trainor, 2011). Entre sus acciones, CRF modula la actividad de las neuronas del ATV 
al potenciar la actividad de los receptores NMDA y AMPA (Fitzgerald et al., 1996; Saal et 
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al., 2003; Ungless et al., 2003), además de atenuar el papel inhibitorio de los receptores D2 
y GABA-B de las neuronas dopaminérgicas (Beckstead et al., 2009). De esta forma, se 
potencia la liberación de DA en áreas como el NAc, neuroadaptación observada también ante 
la exposición repetida a psicoestimulantes. Por tanto, la exposición a factores estresantes 
sería un estímulo que también inicia los procesos que median el desarrollo y expresión de la 
sensibilización conductual. Lo anterior sugiere que, a través de mecanismos similares, el 
estrés podría ser un factor que aumente la vulnerabilidad de los individuos al desarrollo de 
una conducta aumentada ante la exposición aguda de la sustancia de abuso sin que haya 
habido una experiencia previa con el psicoestimulante (Cruz et al., 2012). En otros protocolos 
de desarrollo e incubación de la sensibilización conductual con un número menor de 
inyecciones de salina en los sujetos control se encontraron resultados contradictorios, 
Nordquist et al. (2008) observaron como en nuestro caso, un aumento en la locomoción de 
los animales con un historial de salina y un reto farmacológico con anfetamina pero en menor 
magnitud; mientras que Choi et al. (2014) no observaron este aumento en la actividad 
locomotora de los animales control. Por esto, es relevante tomar en consideración en las 
conclusiones de esta investigación el efecto que pudieran tener las inyecciones repetidas de 
salina sobre los animales control. 
 
Evaluación de la actividad locomotora como indicador indirecto de neuroadaptaciones 
Finalmente, es importante rescatar la relevancia que tiene el estudio de la locomoción en el 
campo abierto como indicador del desarrollo e incubación de la actividad anticipatoria 
condicionada, así como de los procesos de desarrollo e incubación de la sensibilización 
conductual en respuesta a la anfetamina. Como se discutió, estos procesos son consecuencia 
de cambios neuronales en el sistema dopaminérgico mesocorticolímbico que se desarrollan 
en el tiempo y pueden mantenerse o potenciarse. La sensibilización conductual en respuesta 
al fármaco recibe mucha atención en la literatura pues tiene relación con otras conductas 
claves relacionadas con la dependencia, como las ansias de consumo (Kalivas et al., 1998), 
de tal forma que ha sido reconceptualizada como una sensibilización del valor de incentivo 
de consumir la sustancia de abuso. Las adaptaciones del sistema dopaminérgico 
mesocorticolímbico en respuesta a la exposición repetida a las drogas, llevan a un aumento 
en el valor de incentivo de la sustancia ( Robinson & Berridge, 1993), lo que modula el 
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despliegue de conductas de búsqueda y deseo del fármaco reflejado como una 
hiperlocomoción (Robinson & Berridge, 2008). La sensibilización conductual ha sido 
observada en seres humanos y de igual forma se ha descrito como moduladora de conductas 
de ansias de consumo (Boileau et al., 2006; Leyton, 2007). Así mismo, el desarrollo e 
incubación de la sensibilización de la actividad anticipatoria condicionada ha sido estudiada 
principalmente por su papel en procesos de recaída, ya que los mecanismos detrás del 
aprendizaje asociativo entre el contexto y los efectos recompensantes de los fármacos 
facilitan y disparan las conductas de búsqueda. En estudios clínicos se muestra que la 
exposición de sujetos a estímulos ambientales asociados con el consumo de la sustancia de 
abuso, despliega conductas de ansias de consumo que pueden promover la recaída (O’Brien 
et al., 1992). 
 
Expresión génica en hipocampo 
En el hipocampo, se observó un efecto post en la expresión del receptor TrkB regulándose a 
la baja (Fig.14A). Este resultado podría tener dos interpretaciones, sin embargo, estas deben 
ser tomadas con cautela ya que, la disminución observada en la expresión del receptor es un 
resultado estadísticamente significativo pero leve. La primera, podría indicar que una 
exposición aguda a la droga lleva a una disminución transitoria de la producción del receptor. 
Se han realizado investigaciones in vitro en las cuales se observa que el receptor TrkB puede 
desensibilizarse en respuesta a una mayor actividad de moléculas de BDNF (Carter et al., 
1995; Frank, 1996). TrkB está usualmente co-localizado con BDNF en el sistema nervioso 
central (Drake et al., 1999), pero se sabe que esta vía de señalización podría iniciarse a partir 
de una comunicación tanto autocrina como paracrina (Kuczewski et al., 2009). Si la 
disminución en la expresión de TrkB hipocampal estuviera regulada por una comunicación 
autocrina de BDNF se esperaría un incremento en la expresión de dicha neurotrofina en las 
células hipocampales, sin embargo, en nuestro caso no observamos un cambio significativo 
de la expresión de BDNF en esta área cerebral. Por tanto, el resultado obtenido sugiere que 
una menor expresión del receptor podría ocurrir en respuesta a un incremento en la 
producción y liberación de BDNF que provienen de otras áreas cerebrales y que se comunica 
paracrinamente con las células hipocampales, como por ejemplo desde la corteza prefrontal 
(McGinty et al., 2010). La segunda posibilidad, es que la expresión del receptor TrkB 
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aumente rápidamente ante la exposición aguda a la ANF, llevando a mecanismos de 
retrocontrol negativo sobre su expresión de tal forma que, por la ventana de tiempo utilizada 
en este experimento entre la inyección de ANF y el sacrificio de los animales, no observamos 
este aumento sino la disminución compensatoria. Sin embargo, son pocos los estudios que 
han evaluado los niveles de TrkB y BDNF en el hipocampo que nos permitan contrastar estas 
hipótesis. Además, los hallazgos principales son bajo un efecto de exposiciones repetidas a 
la sustancia de abuso. Por ejemplo, Shen y colaboradores (2006), encontraron un aumento en 
la expresión de TrkB en respuesta a un protocolo de exposición repetida a ANF por cinco 
días de forma alterna. Nibuya y colaboradores (1995), no observaron una variación de los 
niveles de BDNF después de 10 días de exposición al psicoestimulante cocaína. Por su parte, 
los efectos de una administración aguda de psicoestimulantes en la expresión de TrkB y 
BDNF en Hip sí han sido descritos para cocaína; Filip et al (2006) encontraron al igual que 
en nuestro caso una disminución de la expresión de TrkB sin un cambio en los niveles de su 
ligando BDNF ante una única exposición a 10 mg/Kg i.p de cocaína y utilizando una ventana 
de tiempo (1 hora) similar a la nuestra desde la inyección hasta el sacrificio. En todo caso, 
una posible disminución en la densidad del receptor para BDNF podría suponer también una 
disminución transitoria en la actividad de esta vía de señalización. Esta conclusión se 
respalda con el hecho de que en los animales del grupo ANF-ANF se observó una correlación 
positiva entre la expresión de TrkB y BDNF, así como de la expresión de TrkB y CREB. 
Ambos genes son regulados intrínsecamente por la actividad de BNDF sobre el receptor TrkB 
(Carlezon et al., 2005; Johannessen et al., 2004; McGinty et al., 2010), por tanto una menor 
actividad de esta vía de señalización podría explicar la relación en la dinámica de expresión 
entre estos genes 
 
La vía celular iniciada por el receptor TrkB, regula diversos blancos citoplasmáticos y 
nucleares relacionados con la diferenciación y supervivencia celular y procesos de 
plasticidad funcional y estructural (Kowiański et al., 2018). El  Hip por su parte, desempeña 
un papel fundamental en el reconocimiento y codificación de las claves contextuales tanto 
espaciales como temporales (Izquierdo et al., 2001; Moses et al., 2002), procesos que podrían 
eventualmente ser importantes en el desarrollo y expresión de la sensibilización conductual 
a los psicoestimulantes (Hinson & Poulos, 1981; Lodge & Grace, 2008; Steketee & Kalivas, 
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2011). Hay estudios que identifican una relación entre la actividad de la vía de señalización 
orquestada por TrkB y el desarrollo del condicionamiento al contexto donde los sujetos 
reciben la sustancia de abuso. La inyección hipocampal de un inhibidor de receptores Trk 
(K-252a), interrumpe la generación del condicionamiento de preferencia de lugar ante el 
emparejamiento de un contexto con la exposición a ANF, concluyendo que estos receptores 
son críticos en mediar las neuroadaptaciones necesarias para inducirlo (Shen et al., 2006). 
Por su parte, Rademacher y colaboradores (2006) encontraron que la generación de este 
mismo condicionamiento se acompañó de un aumento en la expresión de receptores TrkB en 
el giro dentado y las regiones CA1 y CA3 del hipocampo. De esta forma los cambios en la 
expresión de TrkB parecen ser necesarios para iniciar el desarrollo de procesos de aprendizaje 
asociativo que lleven al emparejamiento entre el contexto y los efectos recompensantes de la 
ANF. Por tanto, se podría pensar que el desarrollo e incubación de la sensibilización de la 
actividad anticipatoria condicionada observada en los animales expuestos a la ANF en 
nuestro experimento está relacionada a los cambios transitorios en la expresión de TrkB 
observados en el Hip donde inicialmente se da una disminución de su expresión, pero 
posiblemente ante administraciones repetidas de la ANF sus niveles vuelvan a aumentar. 
Resultado que no estamos observando en nuestros datos, posiblemente por el tiempo (30 
días) de retirada entre las exposiciones repetidas al fármaco y el día de sacrificio. 
 
Por otro lado, se encontró una disminución en la expresión del ARNm de CREB hipocampal 
como un efecto principal de la exposición de los animales a la ANF, con una diferencia 
significativa entre los grupos SAL-SAL y ANF-ANF (Fig. 14B). CREB es un regulador clave 
de las respuestas conductuales ante la exposición a drogas de abuso (Carlezon et al., 2005). 
Específicamente en el Hip, variaciones en los niveles de expresión de CREB, al igual que 
TrkB, participan en la consolidación de memorias de asociación a los contextos donde los 
animales fueron expuestos a las drogas (Kutlu & Gould, 2016). La activación de CREB en 
el Hip es un elemento esencial en esta codificación regulándose su expresión y actividad 
transitoriamente a la alta en respuesta a nuevos contextos (Moncada & Viola, 2006; Tropea 
et al., 2008; Valzachi et al., 2013; Winograd & Viola, 2004). En relación con lo anterior, se 
ha descrito que CREB disminuye en el Hip una vez que el contexto se ha vuelto familiar 
(Moncada & Viola, 2006). Por lo tanto, una disminución en la expresión de CREB tras la re 
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exposición a ANF en animales previamente sensibilizados sugiere que este pudo haber 
participado en la consolidación y recuperación de las memorias asociativas vinculadas al 
contexto observadas en la conducta de los sujetos experimentales. Dado que estas 
asociaciones ya fueron establecidas al momento del reto, su expresión se vería disminuida. 
Featherby y colaboradores (2008) encontraron el mismo resultado, reportando menores 
niveles del ARNm de CREB ante una exposición de anfetamina por 10 días con o sin un reto 
farmacológico nueve semanas después de la última administración.  
 
La expresión de Cfl1 y Arp2 por su parte, aumentó en el Hip ante una exposición aguda de 
los animales a la ANF como un efecto post (Fig. 14 C y D). De hecho, en los animales de 
estos grupos la expresión de Cfl1 correlaciona positivamente con la de Arp2. Las proteínas 
Cfl1 y Arp2 participan en la remodelación del citoesqueleto (Chan et al., 2009), siendo esta 
una condición necesaria para la plasticidad estructural. Por lo tanto, según nuestros 
resultados, una única exposición a la anfetamina podría ser suficiente para reclutar 
mecanismos de remodelación de la arquitectura celular en el Hip con la participación de estas 
proteínas de unión a la actina, ya que, se sabe que los psicoestimulantes propician procesos 
de plasticidad estructural (Shen et al., 2009; Toda et al., 2006). Sin embargo, la regulación a 
la alta en la expresión del ARNm que codifica para dichas proteínas parece ser transitorio, 
pues en los animales con exposición previa a la anfetamina la expresión de Cfl1 y Arp2 no 
presentó diferencias con respecto al grupo control. La regulación de estas moléculas podría 
estar orquestada por cascadas de señalización iniciadas por varios receptores, entre ellos los 
receptores metabotrópicos de glutamato (Sanderson et al., 2016) y receptores ionotrópicos 
de glutamato como los NMDA (Bosch et al., 2014) neurotransmisor liberado a nivel 
hipocampal en respuesta a diferentes estímulos, entre ellos la exposición a psicoestimulantes 
(Gass & Olive, 2008; Raudensky & Yamamoto, 2007; Rocher & Gardier, 2001). Así también 
puede estar bajo la regulación de receptores metabotrópicos de DA (Borovac et al., 2018) 
neurotransmisor mencionado ampliamente en esta discusión por su participación en la 
respuesta a la administración de ANF. Hasta hoy, no existe literatura enfocada en la expresión 
del ARNm de Cfl1 y Arp2 en Hip en respuesta a drogas psicoestimulantes, por lo que estos 
resultados preliminares adquieren gran relevancia. Aún así, son necesarios más estudios para 
comprender el papel de las proteínas Cfl1 y Arp2 en la plasticidad neural inducida por 
 
 
60 
psicoestimulantes y de su posible relación con los cambios conductuales observados en la 
presente investigación. 
 
Por último, en los animales del grupo SAL-ANF se observó una correlación positiva entre la 
dinámica de expresión de Cfl1 con la de p250GAP. p250GAP disminuye la actividad de 
moduladores importantes en procesos de remodelación dendrítica como las RhoA GTPasas 
(Nakazawa et al., 2008; Taniguchi et al., 2003) las cuales a su vez regulan la actividad de 
Cfl1 y Arp2 (Bamburg & Wiggan, 2002). Por su función, se esperaba una correlación inversa 
entre la expresión de los genes Clf1 y p250GAP, sin embargo, este no fue el resultado 
obtenido. p250GAP también es una proteína que está en estrecha relación estructural y 
funcional con los receptores NMDA (Nakazawa et al., 2008; Taniguchi et al., 2003), por lo 
que un aumento en la expresión y exposición en la membrana de mayor cantidad de 
receptores NMDA podría concomitantemente cambiar la expresión de p250GAP. Es 
esperable que la ANF induzca el reclutamiento de más receptores NMDA como parte de los 
procesos de plasticidad estructural que desencadena (Huang et al., 2009), por lo que esta 
congruencia de mecanismos distintos explicaría la dirección de la correlación obtenida entre 
la expresión de p250GAP con Cfl1. Sin embargo, es importante resaltar que ni el desarrollo 
e incubación del condicionamiento ni tampoco el desarrollo de la sensibilidad conductual en 
respuesta a ANF observados en este experimento, parecen depender de variaciones en la 
expresión de p250GAP en el Hip, pues no hubo cambios significativos en los promedios de 
expresión de dicho gen que fueran específicos de alguna de las fases estudiadas. 
 
En conclusión, parece ser que los cambios en el perfil de expresión en el Hip responden 
principalmente a la exposición aguda de los animales a la ANF o a cambios transitorios en la 
regulación de estos genes. La variación en la expresión de TrkB, Cfl1 y Arp2 podrían estar 
evidenciando que la expresión de algunas proteínas que participan en el inicio de la vía de 
regulación propuesta (Fig. 8), como el receptor TrkB, disminuyan rápidamente de una 
manera transitoria como producto de un mecanismo de retrocontrol negativo, pero que ante 
administraciones repetidas a la ANF aumente como parte de las neuroadaptaciones descritas 
en la literatura y que no logramos observar en nuestro experimento, posiblemente, debido a  
la cantidad de días de retirada de la droga. Por el contrario, dado que la expresión de genes 
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relacionados con la modificación del citoesqueleto (e.g., Cfl1 y Arp2) aumenta en respuesta 
a la ANF, se podría suponer que sus productos funcionales quedarán disponibles a nivel 
citoplasmático para incorporarse dentro de la maquinaria de remodelación estructural de la 
neurona. Tras la administración repetida la regulación a la alta en la expresión de dichos 
genes parece ya no ser necesaria. En el caso de CREB, el cambio en su expresión se da de 
una forma más generalizada por el psicoestimulante, pero parece que su disminución 
responde a procesos plásticos involucrados en el reconocimiento de contextos familiares. Por 
último, se puede inferir que los cambios en los genes mencionados en el Hip son necesarios 
para el inicio y consolidación del desarrollo de memorias asociativas entre el contexto y el 
efecto farmacodinámico de la ANF. 
 
Expresión génica en núcleo accumbens 
Los cambios en la expresión de los genes de interés en el NAc, parecen estar involucrados 
principalmente en la fase de desarrollo de la sensibilización conductual. Por ejemplo, se 
observó un efecto pre hacia el incremento tanto en la expresión de TrkB (Fig. 15A) como de 
su ligando BDNF (Fig.15B), lo que sugiere que el protocolo de exposición subcrónica a la 
anfetamina y/o el tiempo de incubación induce un cambio en la expresión de estos genes. 
Una mayor expresión del receptor TrkB podría activar cascadas de señalización celular 
iniciadas por BDNF producido en el NAc (Choi et al., 2006; Graham et al., 2007) u otras 
fuentes cerebrales como el ATV y la CPF (Anthony Altar et al., 1997; Guillin et al., 2001; 
Seroogy et al., 1994). En el NAc la sobre-estimulación dopaminérgica por la exposición a la 
ANF podría inducir el aumento en la producción de BDNF local. Algunos estudios han 
descrito este efecto donde, además, el BDNF producido potencia la activación de cascadas 
de señalización dopaminérgicas constituyéndose en una retroalimentación positiva. (Iwakura 
et al., 2008; Williams & Undieh, 2009). Este aumento en la expresión de la neurotrofina 
también puede estar relacionado con la sobreestimulación serotoninérgica causada por los 
psicoestimulantes (Mattson et al., 2004). La sobreexcitación dopaminérgica, serotoninérgica 
y de factores de crecimiento podrían, actuando juntas, potenciar la participación de esta área 
cerebral en la etapa descrita.  
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La estimulación de la cascada de señalización TrkB/BDNF ha sido descrita en varios estudios 
como facilitadora de neuroadaptaciones en el NAc relacionadas con el desarrollo de la 
sensibilización conductual ante drogas psicoestimulantes (Bahi et al., 2008; Filip et al., 
2006b; Graham et al., 2009) y también por su participación en el mantenimiento o 
potenciación de estas adaptaciones por periodos de 9 días ( Zhang et al., 2015) y hasta 90 
días ( Grimm et al., 2003) desde la última exposición a la sustancia de abuso. Su actividad se 
mantiene a lo largo de los días posiblemente producto de la alta demanda del ligando en la 
fase de desarrollo de la sensibilización conductual. Estas neuroadaptaciones se podrían 
reflejar eventualmente en un cambio conductual en los sujetos, al hacerlos más vulnerables 
a presentar conductas de búsqueda de la droga y episodios de recaídas tiempo después de la 
última exposición a la sustancia de abuso. Estudios donde se evaluaron ratones knockout para 
BDNF mostraron un desarrollo menor y más tardío de la sensibilización locomotora a cocaína 
(Horger et al., 1999; Huang et al., 2011), lo que evidencia su participación en el desarrollo 
de la sensibilización. Otros investigadores evidenciaron una relación similar al utilizar 
ratones modificados genéticamente para no expresar el receptor TrkB. Observaron que los 
animales no desarrollaron la sensibilización locomotora posterior a la exposición a la droga, 
la cual demuestra que la activación del receptor es necesaria para el desarrollo de la 
sensibilización conductual (Crooks et al., 2010). 
 
En concordancia con este resultado, se observó una correlación positiva entre la expresión 
de TrkB y Cfl1 en los animales del grupo ANF-SAL. La vía de señalización activada por la 
unión de BDNF a su receptor, tiene un rol ampliamente descrito sobre la plasticidad 
estructural en el NAc de sujetos expuestos a psicoestimulantes (Russo et al., 2010), a partir 
de la activación de varias cascadas intracelulares en las que intervienen las MAPK, PI3K y 
la PLCγ llevando a la remodelación del citoesqueleto (Williams & Undieh, 2009). La 
mayoría de la literatura reporta un aumento en la plasticidad estructural acompañado de 
cambios en la densidad de espinas dendríticas de las neuronas del NAc (Ferrario et al., 2005a; 
Y. Li et al., 2004) y un aumento en las ramificaciones dendríticas y su longitud (Singer et al., 
2009). La función de la proteína Cfl1 por su parte, consiste en regular la dinámica de los 
filamentos de actina y, según su concentración, también regularla estabilización o 
fragmentación de ellos (Bamburg & Wiggan, 2002; Van Troys et al., 2008). Por lo anterior, 
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podría suponerse que una mayor activación de vías de señalización que potencian la 
remodelación del citoesqueleto ocurra de la mano con cambios en la dinámica de expresión 
y actividad de proteínas que ejecuten estos cambios. La participación de Cfl1 en la plasticidad 
estructural en respuesta a la exposición a ANF ha sido muy poco estudiada, se han reportado 
resultados en los que la administración aguda o exposiciones repetidas a psicoestimulantes 
como cocaína, alteran los niveles o fosforilación de Cfl1 en el NAc (Dietz et al., 2012; Shen 
et al., 2006; Toda et al., 2006). Podría ser que las vías de señalización activadas por 
TrkB/BDNF participen en la modulación de las proteínas reguladoras de Cfl1 (e.g. LIMK y 
Slingshot) (Van Troys et al., 2008) estimulando su actividad. Sin embargo, se requieren más 
investigaciones para tratar de dilucidar la relación entre la expresión de estas proteínas, 
principalmente porque la actividad de Cfl1 depende no solamente de su concentración y 
fosforilación sino también de otras proteínas de unión a la actina y la concentración de 
monómeros disponibles (Bamburg & Wiggan, 2002; Bernstein & Bamburg, 2010). Además, 
el resultado obtenido no indica un cambio significativo en la expresión de Cfl1, de tal forma 
que lo que este resultado sugiere es que podría haber una relación entre la dinámica de 
expresión de TrkB que si es modulada por la exposición subcrónica a ANF, con la expresión 
y actividad de Clf1.  
 
Por otra parte, se observó una disminución significativa en la expresión de Arp2 en el NAc 
por la exposición a la ANF(Fig.15C). Arp2 es una ABP que se encarga de unir monómeros 
de actina en ángulos de 70°en filamentos ya existentes, de tal forma que permite aumentar 
las ramificaciones del citoesqueleto (Dosremedios et al., 2003) participando en procesos de 
plasticidad estructural. Tomando en consideración los cambios estructurales que se han 
observado en el NAc ante exposición a psicoestimulantes y por la función de la proteína 
Arp2, el resultado obtenido sugiere que podríamos estar observando un efecto compensatorio 
ante el aumento en su producción producto de la exposición a ANF, que lleve a la reducción 
compensatoria de los niveles del ARNm pero que la actividad de la proteína se mantenga a 
nivel citoplasmático. Sin embargo, los pocos estudios que se encuentran en la literatura en 
donde han evaluado los niveles y actividad de estas ABPs en el NAc tienen diversas 
interpretaciones. Singer y colaboradores (2016) observaron una disminución de Arp2 en el 
NAc, ante exposición a ANF y un periodo de retirada de una semana, acompañadas de una 
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disminución en el tamaño de las espinas dendríticas. Toda y colaboradores (2006) por su 
parte, no describen cambios en el complejo Arp2/3, ante una exposición de los animales a 
siete días de tratamiento con anfetamina y un periodo de retirada de tres semanas, lo cual es 
relacionado a cambios en la dinámica del ciclado de la actina producto de la actividad de 
otras ABPs generando formaciones del citoesqueleto más lineales. Ante esto es importante 
realizar investigaciones que permitan evaluar cambios en la plasticidad estructural, de tal 
forma que se pueda determinar si las variaciones en la expresión de Arp2 responden a un 
aumento o disminución en la reorganización del citoesqueleto.  
 
En conclusión, el NAc participa en la fase de desarrollo de la sensibilidad conductual, de la 
mano con una potenciación de la expresión de TrkB y BDNF, lo que podría a su vez potenciar 
la vía de señalización intracelular relacionada. Los animales del grupo experimental con una 
mayor actividad locomotora al final de la fase de desarrollo de la sensibilización conductual 
mostraron una correlación positiva con la expresión de BDNF, resultado que respalda esta 
conclusión. Por su parte, a pesar de que se observó una disminución significativa de Arp2 en 
esta área cerebral, el cambio no parece ser dependiente específicamente de alguna de las fases 
estudiadas, sino más bien proponemos que el gen que codifica para Arp2 es sensible en 
general a la exposición a ANF, participando en diferentes fases del desarrollo de la 
dependencia a anfetamina posiblemente ejecutando cambios en la dinámica estructural del 
citoesqueleto.  
 
Expresión génica en estriado dorsal 
La expresión del factor de transcripción CREB se regula a la baja por la exposición de los 
animales a la ANF, con una diferencia significativa en la expresión de este factor de 
transcripción en los sujetos que fueron re-expuestos a una dosis del psicoestimulante en el 
día 42 (ANF-ANF) en comparación con el grupo control (Fig. 16A). Dado que la evidencia 
en la literatura muestra que la exposición de animales a inyecciones repetidas o sesiones 
prolongadas de autoadministración de cocaína o ANF eleva los niveles de CREB fosforilada 
en esta área cerebral (Hollander et al., 2010; Lee et al., 2008; Turgeon et al., 1997), se podría 
suponer que una sobreexcitación en la función de la proteína CREB cause una 
retroalimentación negativa en su producción, disminuyendo los niveles de ARNm de CREB; 
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este mecanismo ha sido evidenciado en otras áreas cerebrales como el NAc (Barrot et al., 
2002; Carlezon et al., 1998) de tal forma que se observen menores niveles de ARNm pero la 
actividad como proteína funcional activa se mantenga. De hecho, al no observarse un cambio 
significativo en la expresión de los genes de BDNF y TrkB en esta área cerebral, cuyos 
productos funciones regulan la expresión y actividad de CREB (Johannessen et al., 2004), se 
podría pensar que su regulación podría atribuirse a otros moduladores como el  
neurotransmisor DA y su actividad sobre su receptor D1. Este activa cascadas de señalización 
que aumentan la actividad de la proteína quinasa A, la cual fosforila los residuos de serina133 
de CREB y permite su actividad como factor de transcripción (Konradi & Cole, 1994). Es 
importante recordar que el Ed es un área cerebral que recibe una gran cantidad de aferencias 
dopaminérgicas, lo que causa una sobreestimulación ante la exposición a sustancias de abuso 
(Grace, 1995; Overton & Clark, 1997). Varias investigaciones han demostrado la 
participación de CREB en el Ed referente al despliegue conductual inducido por drogas 
psicoestimulantes; Sakai y colaboradores (2002) utilizaron animales que sobre expresaban 
esta proteína, evidenciando una función en la respuesta conductual de los animales a 
repetidas dosis de cocaína, pues observaron una disminución significativa de la actividad 
locomotora en respuesta al psicoestimulante. Por otro lado, otros estudios proponen que la 
inhibición de CREB potencia la sensibilización locomotora en animales expuestos a cocaína 
(Fasano et al., 2009). Basado en esta literatura y en nuestros resultados, parece que la 
disminución en los niveles del ARNm de CREB podría ser una condición necesaria tanto 
para la activación locomotora como la sensibilización conductual de los animales observada 
ante la exposición repetida a la ANF.  
 
La misma tendencia se observó en la expresión de p250GAP. Los niveles del ARNm de esta 
proteína disminuyeron en todos los animales que fueron expuestos a ANF. Además, se 
encontró una expresión significativamente menor en los sujetos que mayor exposición 
tuvieron a la sustancia de abuso (ANF-ANF) en comparación al grupo control (SAL-SAL) 
(Fig. 16B). La sobreestimulación de la actividad de CREB por su fosforilación, podría 
explicar el cambio observado en la expresión de p250GAP en la misma dirección. Cuando 
CREB se encuentra fosforilado regula la transcripción de una gran cantidad de genes, entre 
ellos la secuencia que codifica para el microARN-132 (Im & Kenny, 2012; Shaltiel et al., 
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2013) el cual es un regulador posttranscripcional que disminuye los niveles de ARNm de 
p250GAP (Hansen et al., 2010; Impey et al., 2010; Wayman et al., 2008). Como se mencionó 
anteriormente, p250GAP es un importante regulador negativo de la actividad de algunas 
proteínas de unión a la actina, entre ellas Cfl1 y Arp2, por tanto, se podría esperar que al 
observarse una disminución en los niveles de p250GAP se potencien procesos de 
remodelación dendrítica en las células del Ed. Esta es la primera vez que se describe una 
participación de esta proteína en respuesta a la ANF, sin embargo, para poder obtener más 
información sobre su función deberán llevarse a cabo estudios que involucren la medición de 
los niveles de las proteínas presentes en las células y su estado de activación, así como 
análisis de plasticidad estructural en células estriatales.  
 
La expresión de Arp2 por su parte, disminuyó significativamente en todos los animales 
expuestos en algún momento a la ANF (Fig. 16C). Además, la disminución en su expresión 
tuvo una correlación positiva con la dinámica de expresión de los genes antes discutidos, 
CREB y p250GAP en los animales del grupo ANF-ANF. Los cambios en la expresión de 
esta proteína de unión a la activa con funciones reguladoras sobre la dinámica del 
citoesqueleto tienen dos posibles explicaciones: la primera es que se regule a la baja con una 
disminución también en su función como proteína funcional, lo que llevaría a una 
disminución en la plasticidad estructural en esta área cerebral y la segunda es que disminuya 
su expresión como un mecanismo compensatorio ante una sobre estimulación de su función 
proteína, es decir, que a pesar de que disminuye su expresión se mantiene la actividad 
proteica conduciendo a la remodelación del citoesqueleto. Esta última posibilidad podría 
verse  apoyada por nuestros resultados, en donde la disminución en la expresión de p250GAP 
explicaría un aumento en la actividad de esta proteína de unión a la actina, dada su función 
reguladora como GTPasa (Nakazawa et al., 2008; Taniguchi et al., 2003). No existe 
información en la literatura que muestre cambios en la expresión de Arp2 en el Ed, sin 
embargo, el resultado obtenido es similar a lo observado en el NAc en este experimento. 
Tomando en consideración que tanto el NAc como el Ed forman parte de áreas reguladoras 
de las respuestas motoras y del componente motivacional de estas (Haber & Calzavara, 2009) 
y que han sido ampliamente implicadas en la regulación de conductas relacionadas al 
desarrollo de dependencias (Lobo & Nestler, 2011; Yager et al., 2015), el resultado obtenido 
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se presenta como un primer acercamiento para explorar la participación de las proteínas de 
unión a la actina en estas áreas cerebrales en la respuesta a la ANF. Lo anterior a partir del 
conocimiento obtenido en esta investigación, al mostrarlas como sensibles al tratamiento con 
este psicoestimulante. Para esto serán necesarias investigaciones en donde pueda estudiarse 
el resultado final de su actividad sobre la plasticidad, según los cambios observados en la 
expresión de su ARNm.  
 
En resumen, los cambios observados en la expresión génica en el Ed no parece que respondan 
a alguna de las fases analizadas particularmente, ni nos permiten concluir con claridad si 
participan en el desarrollo o incubación de la sensibilización de la actividad anticipatoria 
condicionada o en el desarrollo de la sensibilización conductual en respuesta a la ANF. La 
información obtenida muestra más bien, que genes como CREB, p250GAP y Arp2 son 
sensibles en general a la exposición de los animales al tratamiento. Esto a diferencia de lo 
observado en Hip y NAc. Sin embargo, los resultados obtenidos al correlacionar la actividad 
locomotora de los animales con la expresión génica mostraron que en el grupo ANF-SAL se 
observa una correlación negativa entre la actividad locomotora del día 42 posterior a la 
inyección de la ANF con la expresión de todos los genes evaluados, de tal forma que podría 
inferirse que la exposición repetida a la ANF con un período de retirada de 30 días modifica, 
en algunos animales más respondedores al tratamiento, la dinámica de expresión génica en 
esta área cerebral y que estos cambios sean dependientes de factores de vulnerabilidad entre 
los sujetos. 
 
Finalmente, la figura 20 muestra un resumen de los resultados obtenidos en la presente 
investigación. En cada área cerebral analizada se describen las variaciones en la expresión 
genética de los genes de interés ante la exposición a la ANF. Así también, se muestran las 
fases conductuales en las que podrían estar involucrados los cambios en la dinámica de 
expresión. 
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Creado con BioRender.com 
Figura.20. Principales resultados obtenidos sobre la expresión de los genes de interés en las tres áreas 
cerebrales de estudiadas: hipocampo, núcleo accumbens y estriado dorsal. Se muestra la relación de estos 
cambios en la dinámica de expresión genética con las fases conductuales estudiadas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
69 
8 Conclusiones 
De acuerdo con lo discutido anteriormente, se pueden extraer las siguientes conclusiones: 
• La asociación entre los efectos recompensantes experimentados ante exposiciones 
repetidas e intermitentes a la anfetamina y las claves contextuales en la arena del 
campo abierto induce el desarrollo e incubación de la sensibilización de la actividad 
locomotora anticipatoria condicionada. 
• La exposición a inyecciones repetidas e intermitentes de anfetamina induce el 
desarrollo de la sensibilización conductual reflejada como un aumento progresivo de 
la locomoción de los animales en los 45 minutos de campo abierto posterior a la 
inyección del psicoestimulante a lo largo de los días. 
• El protocolo de administración repetida e intermitente de anfetamina (2.5mg/Kg i.p) 
con 30 días de retirada de la droga no induce la incubación de la sensibilización 
conductual esperada para los animales del grupo ANF-SAL y ANF-ANF.  
• Las inyecciones repetidas de solución salina en el grupo SAL-ANF podría ser un 
estímulo estresante que genera procesos de sensibilización cruzada. 
• Los cambios en el perfil de expresión en el hipocampo responden principalmente a la 
exposición aguda de los animales a la anfetamina reflejándose en cambios transitorios 
en la expresión de TrkB, Cfl1 y Arp2. Estos cambios en la expresión génica podrían 
estar acompañando el inicio y consolidación de los procesos de aprendizaje asociativo 
entre los estímulos recompensantes de la droga y el contexto donde es administrada.  
• La participación del núcleo accumbens en la fase de desarrollo de la sensibilidad 
conductual va de la mano con un aumento en la expresión de TrkB y BDNF, lo que 
podría así también potenciar la vía de señalización intracelular relacionada y explicar 
el cambio en la expresión de genes que codifican para proteínas de unión a la actina 
como Arp2 y Clf1.  
• Algunos de los genes evaluados en el estriado dorsal como CREB, p250GAP y Arp2 
son marcadores sensibles, pero no específicos del desarrollo o incubación de la 
sensibilización de la actividad anticipatoria condicionada o del desarrollo de la 
sensibilización conductual.   
• Hasta el momento no hay trabajos publicados que estudien el efecto de la anfetamina 
en los niveles de TrkB, BDNF, CREB, p250GAP, Cfl1 y Arp2 en conjunto, durante 
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el desarrollo e incubación de la sensibilización conductual. Algunos de nuestros 
resultados difieren con lo descrito en la literatura, lo que podría deberse a diferencias 
entre los diseños experimentales.  
 
9 Recomendaciones 
Tomando en consideración la experiencia de la realización de este trabajo de investigación 
se incluyen una serie de recomendaciones para investigaciones futuras en el tema: 
• Al estudiar la actividad locomotora anticipatoria condicionada se recomienda que el 
emparejamiento entre el estímulo recompensante de la sustancia de abuso y la arena 
del campo abierto sea inmediato y no con 15 minutos de anticipación. Esto puesto 
que se propone que la diferencia en la adquisición del condicionamiento observada 
se debe a que en otros protocolos como el de condicionamiento de preferencia de 
lugar el emparejamiento se realiza de manera inmediata.  
• Realizar variaciones en el protocolo experimental de tal forma que posterior al 
periodo de retirada se evidencie la incubación de la sensibilización conductal. Estos 
cambios podrían incluir mayor número de exposiciones a la droga y menos días de 
retirada. 
• Incluir un grupo de animales a los cuáles se les evalúe la locomoción y la expresión 
génica, sin embargo, no se expongan a inyecciones ni de salina ni de anfetamina 
durante el protocolo experimental, de tal forma que puedan obtenerse conclusiones 
más robustas sobre la sensibilización cruzada producto de estímulos estresantes. 
• Analizar otras conductas motoras en los sujetos experimentales, como por ejemplo 
el rearing y el grooming. De esta forma, se podría identificar si éstas se sensibilizan 
ante la exposición repetida a anfetamina, aportando más información sobre la 
conducta de los animales como predictor de eventos como las recaídas.  
• Analizar la expresión génica de mayor cantidad de genes participantes de la vía de 
señalización propuesta, como por ejemplo del mir-132. Así como también de otras 
moléculas reguladoras que se cree podrían estar involucradas en la regulación de la 
expresión génica de las proteínas en estudio como, por ejemplo, receptores de 
glutamato.  
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• Utilizar otras técnicas moleculares que permitan obtener información sobre los 
productos funcionales que codifican los genes en estudio. Por ejemplo, los niveles 
proteicos de estos o su estado de fosforilación. 
• Emplear técnicas que permitan la evaluación de la plasticidad estructural en las 
diferentes áreas de estudio, de tal forma que pueda realizarse una correlación entre 
los cambios observados en la expresión génica de los genes de interés y su 
participación en la plasticidad estructural. Se podrían utilizar tinciones neuronales 
como el protocolo de Golgi-Cox o la utilización de tinciones intracelulares 
fluorescentes, siendo estas las opciones de menor costo.  
• Incluir en la investigación otras áreas cerebrales que formen parte del sistema 
mesocorticolímbico con funciones descritas en la literatura en el desarrollo e 
incubación de la sensibilización conductual. Una de ellas puede ser el área tegmental 
ventral.  
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